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Der Einsatz equiner multipotenter mesenchymaler Stromazellen (MSC) bei Sehnen-
erkrankungen spielt eine immer größer werdende Rolle in der Veterinärmedizin und 
steht im Mittelpunkt dieser Arbeit. Sehnenerkrankungen kommen bei Pferden häufig 
vor und sind durch ungenügende Heilung und hohe Rezidivraten geprägt (WILLIAMS 
et al. 2001; PINCHBECK et al. 2004). Konventionelle Therapieversuche führen in 
vielen Fällen nicht zu zufriedenstellenden Ergebnissen, ihnen sind daher Grenzen 
gesetzt (DOWLING et al. 2000). Die stattfindende narbige Reparation einer Sehnen-
erkrankung führt, im Vergleich zu dem ursprünglichen Gewebe, zu einem funktional 
unterlegenen Ersatzgewebe (SMITH et al. 2013). Es wird angestrebt dieses mit Hilfe 
von regenerativen Therapien, wie zum Beispiel der Stammzell- bzw. MSC-Therapie, 
zu umgehen (CAPLAN und CORREA 2011). 
Equine MSC können aus verschiedenen Geweben wie Fettgewebe (VIDAL et al. 
2008) oder Knochenmark (FORTIER et al. 1998; PITTENGER et al. 1999) entnom-
men werden und bei vorliegendem Sehnenschaden intraläsional appliziert werden 
(SMITH et al. 2003). Verschiedene Studien zeigten sehr zufriedenstellende Ergeb-
nisse mit niedrigen Rezidivraten (GODWIN et al 2011; SMITH et al. 2013). Es wird 
angenommen, dass sich die MSC im Sehnengewebe unter anderem tenogen diffe-
renzieren (SCHWEITZER et al. 2001; CANSECO et al. 2012; BURK et al. 2014). Te-
nozyten sind die Grundbausteine der Produktion von neuer extrazellulärer Matrix und 
somit die Grundbausteine für die natürliche Bildung von neuem Gewebe (STANLEY 
et al. 2007; THORPE et al. 2010). Weiter geht man davon aus, dass die Produktion 
und Ausrichtung neuer extrazellulärer Matrix durch mechanische Stimulation ange-
regt wird (CHEN et al. 2008; DIEDERICHS et al. 2010; SMITH et al. 2013; Y-
OUNGSTROM et al 2015). Demnach werden in der Praxis kontrollierte Bewegungs-
programme zur Stärkung des neuen Gewebes eingesetzt. Zusätzlich spielen wahr-
scheinlich Wachstumsfaktoren und die Sekretion immunmodulatorischer Komponen-
ten eine wichtige Rolle in der Sehnenregeneration (CAPLAN und BRUDER 2001; 
RICHARDSON et al. 2007; VIOLINI et al. 2009). Der genaue Mechanismus ist aller-
dings bis heute weitgehend ungeklärt und stellt eine große Herausforderung für die 
Wissenschaft dar. 
2  Einleitung 
 
In dieser Arbeit wurden erstmalig equine MSC aus Fettgewebe auf dezellularisierte 
Sehnenscaffolds aufgebracht und mit Hilfe eines Bioreaktors anschließend unter-
schiedlichen mechanischen Kurzzeitstimulationen ausgesetzt. Dieses hatte zum Ziel, 
in vivo Bedingungen der Sehnenregeneration so genau wie möglich in vitro nachzu-
stellen und so mehr über den Mechanismus der Stammzell-unterstützten Sehnenhei-






2.1 Ursprung und Charakterisierung von Stammzellen 
Stammzellen sind Vorläuferzellen des Körpers, welche die Fähigkeit besitzen sich 
durch Replikation selbst zu erneuern und sich in verschiedenste Gewebetypen zu 
differenzieren. Diese Eigenschaften der Stammzellen geben den Geweben des Kör-
pers die Fähigkeit, verbrauchte Zellen zu ersetzen und Schäden zu reparieren. 
Während der Entwicklung des Organismus entstehen verschiedene Stammzelltypen, 
bei denen im Allgemeinen zwischen embryonalen und adulten Stammzellen unter-
schieden wird. Embryonale Stammzellen besitzen entweder die Fähigkeit zur Totipo-
tenz oder zur Pluripotenz. Je nach Spezies sind embryonale Stammzellen meistens 
bis zum 8-Zell-Stadium totipotent und können sich demnach zu einem vollständigen 
bzw. eigenständigen Organismus entwickeln. Pluripotent sind sie in einem späteren 
Stadium, dem Blastozysten-Stadium. Die Blastozyste besteht aus einer inneren 
Zellmasse (Embryoblast) und einer äußeren Zellschicht (Trophoblast). Sie stellt ei-
nen aus wenigen hundert Zellen bestehenden Zellhaufen dar, dessen innere Zellen 
(nur noch) pluripotent sind. Diese Zellen können sich zu Zellen aller drei Keimblätter 
(Ekto-, Meso-, Endoderm) entwickeln (LIEBICH 2003). 
Adulte Stammzellen sind in der Regel multipotent. Sie können aus verschiedenen 
Geweben des Körpers entnommen werden und sich in bestimmte festgelegte Gewe-
betypen differenzieren. So entwickeln sie sich z.B. in epitheliale, mesenchymale, 
neuronale, hämatopoetische und diverse andere Zelltypen (DE SCHAUWER et al. 
2011). 
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Abb. 1: Stammzellen nach DE SCHAUWER et al. 2011 
Die equinen mesenchymalen Stammzellen bzw. MSC sind in dieser Arbeit von Be-
deutung und können in Anlehnung an die Charakterisierung von humanen MSC defi-
niert werden. Humane MSC werden nach der International Society for Cellular 
Therapy (ISCT) wie folgt charakterisiert: 
a. sie besitzen ein tripotentes Differenzierungspotential in Adipozyten, Chond-
roblasten und Osteoblasten; 
b. sie zeigen unter Standardkulturbedingungen eine Plastikadhärenz; 
c. sie exprimieren die Oberflächenmarker CD73, CD90 und CD105. Ihnen fehlt je-
doch die Expression von CD14 oder CD11b, CD34, CD45, CD79α oder CD19 
und HLA-DR (DOMINICI et al. 2006). 
Beim Pferd können die oben genannten Oberflächenmarker auf Grund fehlender An-
tikörper bis heute nicht vollständig nachgewiesen werden. In 2011 schlug eine Ar-
beitsgruppe aus Belgien vor, sich auf die beim Pferd bisher bekannten Oberflächen-
Literaturübersicht 5 
 
marker zu beschränken. Danach sollten equine MSC folgendermaßen charakterisiert 
werden: 
a. sie besitzen ein tripotentes Differenzierungspotential in Adipozyten, Chond-
roblasten und Osteoblasten; 
b. sie zeigen unter Standardkulturbedingungen eine Plastikadhärenz; 
c. sie exprimieren CD29, CD44, CD90 und ihnen fehlt die Expression von CD14, 
CD79α und MHC II (DE SCHAUWER et al. 2011). 
Mittlerweile ist die Identifizierung equiner Oberflächenmarker im Vergleich zur vorge-
nannten Studie aus 2011 deutlich vorangeschritten. Eine Studie von PAEBST et al. 
(2014) zeigte anhand unterschiedlicher equiner MSC-Quellen eine deutliche Hetero-
genität in der Expression von CD90 und CD105. Eine positive Expression von CD29 
und CD44 konnte größtenteils kontinuierlich nachgewiesen werden, wohingegen 
CD73 meist nicht exprimiert wurde. Die von der International Society for Cellular 
Therapy (ISCT) vorgeschlagenen Exklusionsmarker waren allerdings stets negativ. 
Somit wird deutlich, dass die Charakterisierung equiner MSC schwierig ist und wei-
terhin kontrovers diskutiert wird. Es gibt bis heute keine einheitliche, anerkannte Re-
gelung, so dass die tripotente Differenzierung als funktionelle Charakterisierung wei-
terhin im Mittelpunkt steht. 
2.2 Funktion der MSC 
MSC sind für den Erhalt und die Regeneration muskuloskeletaler Gewebe von gro-
ßer Bedeutung. Man nimmt an, dass sie in sogenannten Stammzellnischen des Kör-
pers vorkommen (KOLF et al. 2007) und dass sie den Perizyten entstammen. Diese 
sitzen den Blutgefäßen auf und werden bei Gewebsverletzung aktiviert und freige-
setzt (CAPLAN 2007). Dabei bedienen sie sich bestimmter bioaktiver Faktoren, die 
sowohl trophisch als auch immunmodulatorisch wirken. Ihre Wirkung wird mit Hilfe 
von Wachstumsfaktoren und Zytokinen erreicht, welche einerseits sowohl die 
Apoptose der Zellen als auch die Narbenbildung verhindern, andererseits die Ge-
fäßneubildung und die Mitose gewünschter gewebespezifischer Vorläuferzellen för-
dern (STEWART und STEWART 2011).  Ob dies die einzigen Funktionen der MSC 
sind ist noch nicht abschließend geklärt. Es ist jedoch davon auszugehen, dass sie 
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nicht zu einer Reparation, sondern entscheidend zur Regeneration des Gewebes 
beitragen (CAPLAN und CORREA 2011). 
2.3 MSC Quellen  
MSC können auf Grund ihrer Herkunft aus fast allen vaskularisierten Geweben des 
adulten Körpers entnommen werden (CAPLAN und CORREA 2011). Im Vordergrund 
stehen die Isolation aus Knochenmark (FORTIER et al. 1998; PITTENGER et al. 
1999), Fettgewebe (VIDAL et al. 2008; DE MATTOS CARVALHO et al. 2009), Na-
belschnurblut (KOCH et al. 2007; REED und JOHNSON 2007), Nabelschnurgewebe 
(HOYNOWSKI et al. 2007; CREMONESI et al. 2008) und peripherem Blut (KOER-
NER et al. 2006; GIOVANNINI et al. 2008). 
In dieser Arbeit wurden MSC aus equinem Fettgewebe gewonnen. Diese sind ein-
fach und wenig invasiv zu entnehmen. Des Weiteren ist die Anzahl der isolierten 
MSC aus Fettgewebe in der Passage 0 signifikant höher, als die aus beispielsweise 
Knochenmark und Nabelschnurblut. Zusätzlich ist die Proliferationsrate der Zellen 
aus Fettgewebe besonders hoch. Die Applikation von MSC aus Fettgewebe kann 
demnach schneller nach Verletzung erfolgen, als die aus anderen Quellen. Weiterhin 
ist die Kollagen I Basisexpression bei MSC aus Fettgewebe hoch, was für die Bil-
dung von neuem Sehnengewebe essenziell ist (BURK et al. 2013).  
2.4 Klinische Verwendung von MSC 
Die regenerative Medizin macht im Bereich der MSC-Therapien große Fortschritte, 
sowohl in der Humanmedizin, als auch in der Veterinärmedizin. Zurzeit werden in der 
Humanmedizin immer mehr MSC-Therapien anhand von Tiermodellen getestet. So 
lassen sich beispielsweise Verbesserungen bei Alzheimer (ENDE et al. 2001), bei 
der Huntington Krankheit (ENDE und CHEN 2001), bei der Amyotrophischen latera-
len Sklerose (CHEN und ENDE 2000), der Spinalkanalkrankheit (DASARI et al. 
2007), bei myokardialen Infarkten (SHAKE et al. 2002; FAIELLA et al. 2016) und vie-
len anderen Krankheiten erzielen (CAPLAN und CORREA 2011; ZHOU und ZHANG 
et al. 2016). Auch klinische Studien gewinnen hier mehr und mehr an Bedeutung 
(CAPLAN und CORREA 2011). 
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Auch in der Veterinärmedizin werden zunehmend klinische Studien vor allem in den 
Bereichen der Sehnen-, Band-, und Knorpelverletzungen bei Hunden und Pferden 
beschrieben. Zusätzlich treten experimentelle Studien im Bereich der Knochenhei-
lung immer mehr in den Vordergrund, wobei es hier kaum klinisch relevante Studien 
gibt. Im Vergleich zur Humanmedizin fehlt es in der Veterinärmedizin an Studien in 
den Bereichen Magen/Darm- und Herz/Kreislauferkrankungen und Neuroendokrino-
logie (REICHERT et al. 2009; FORTIER und TRAVIS 2011).  
2.5 Verletzungen der Sehne beim Pferd 
In dieser Arbeit sind die Sehnenschäden bei Pferden von großer Bedeutung. Unter 
den Begriff Sehnenschaden fallen sowohl die Sehnenerkrankungen, als auch die 
Sehnenverletzungen. Sehnenerkrankungen entstehen durch wiederholten mechani-
schen Stress und sind bedingt durch Alterung. Es entstehen Mikroläsionen, die sich 
beim Pferd in einer zentralen „Core Läsion“ manifestieren. Sehnenverletzungen hin-
gegen werden als Folge von Traumata definiert (DAKIN et al. 2014). Beide sind mit 
46 % die häufigsten orthopädischen Erkrankungen beim Sportpferd (WILLIAMS et al. 
2001) und haben dementsprechend eine große Bedeutung im Pferdesport. 
In 2004 zeigte man ebenfalls, dass fast die Hälfte aller Verletzungen bei Rennpfer-
den Sehnen- oder Bandverletzungen sind. Dabei waren die Oberflächliche Beuge-
sehne, die Tiefe Beugesehne und der Fesselträger besonders häufig betroffen 
(PINCHBECK et al. 2004). Diese Art der Erkrankung betrifft jedoch nicht nur die jun-
gen Renn- und Sportpferde; auch ältere Distanz-, Vielseitigkeits-, Polo-, Dressur- und 
Hunterspringpferde erkranken häufig an Sehnenschäden (REED und LEAHY 2013). 
Sehnen passen sich nur schwer an Stress, harte Trainingsbedingungen, schlechte 
Bodenverhältnisse oder Überbelastung an. So erfahren sie bei andauerndem Stress 
durch Akkumulation von Mikrotraumen degenerative Veränderungen (SMITH et al. 
2013). Dieses manifestiert sich als fokale Hyperzellularität, Kollagenfibrillendegene-
ration und Umbauprozesse meist in der mittleren metakarpalen Region (DOWLING 
et al. 2000, REED und LEAHY 2013). Daraus resultieren Lahmheiten, die Pferde er-
reichen ihr ursprüngliches sportliches Niveau auch nach der Rekonvaleszenz häufig 
nicht mehr und können oft gar nicht mehr geritten werden (DOWLING et al. 2000). 
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2.6 Einsatz von MSC in der Sehnenheilung 
In der Veterinärmedizin wird zunehmend nach Optionen gesucht die Narbenbildung 
bei der Sehnenheilung zu reduzieren. Verschiedenste konventionelle Therapieme-
thoden, wie zum Beispiel das Sehnensplitting, arzneimittelbasierende Therapien oder 
chirurgische Eingriffe zeigen nicht den gewünschten Erfolg (DOWLING et al. 2000). 
Regenerative Therapien wie die Implantation von MSC in das verletzte Gewebe rü-
cken immer mehr in den Vordergrund. HERTHEL beschrieb (2001) das erste Mal die 
Implantation großer Mengen an nativem Knochenmarkaspirat in Fesselträger zum 
therapeutischen Zweck. Dieses hatte zum Ziel die Fesselträger mit Hilfe von MSC 
nachhaltig zu regenerieren. Die Studie beinhaltete keine Kontrollen und später wurde 
vermutet, dass die Wiederherstellung des geschädigten Bandes nicht allein auf das 
Vorhandensein von MSC im Aspirat zurück zu führen sein konnte. Man erkannte, 
dass MSC je nach Isolationsmethode nur zu 0,001% - 0,01% aller Zellen im Aspirat 
aus Knochenmark vorkommen. Der positive Effekt der Injektion wurde demnach den 
bioaktiven Substanzen anderer Zellen des Aspirates sowie des Knochenmarküber-
standes zugeschrieben (HERTHEL 2001; FORTIER und TRAVIS 2011). Die intralä-
sionale Implantation von in Zellkulturlabor kultivierten MSC aus einem Knochenmar-
kaspirat in eine oberflächliche Beugesehne wurde erstmalig in 2003 beschrieben 
(SMITH et al. 2003). 
Es sprechen einige Studien dafür, dass durch MSC-Behandlung die Rezidivraten im 
Vergleich zu konventionellen Therapiemethoden gesenkt werden können. Dabei fiel 
auf, dass Galopp- und Trabrennpferde schlechtere Erfolgsraten hatten (Erfolgsrate: 
72,2 % bzw. 33,3 %) als anderweitig sportlich genutzte Pferde (Erfolgsrate: 90 %). 
Auch zeigten akute und chronische Verletzungen der Sehnen eine höhere Erfolgsra-
te als rezidivierende Verletzungen (BURK und BREHM 2011). Insgesamt lagen die 
Rezidivraten nach MSC-Therapie in verschiedenen Langzeitstudien zwischen 10 und 
27,4 % (PACINI et al. 2007; DEL BUE et al. 2008; SMITH 2008; BURK und BREHM 
2012; GODWIN et al. 2012).  
Die meisten Daten liegen zur Behandlung equiner Sehnenerkrankungen mit MSC 
aus Knochenmark vor. PACINI et al. (2007) untersuchten die Effektivität der Implan-
tation undifferenzierter mesenchymaler Stromazellen in Sehnenschäden an ober-
flächlichen Beugesehnen von Rennpferden. 9 von 10 Pferden konnten erfolgreich 
therapiert werden. Die Pferde der Kontrollgruppen zeigten immer erneute Rezidive. 
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SMITH (2008) präsentierte eine klinische Studie, in der 82 Rennpferde und 24 an-
derweitig genutzte Sportpferde mit MSC behandelt wurden. Diese zeigten nach 48 
Wochen Rehabilitationsprogramm nur zu 13-36 % eine erneute Sehnenverletzung, je 
nachdem, in welcher Disziplin sie eingesetzt wurden. Ähnliche Ergebnisse wurden in 
einer weiteren Studie erzielt. Hier wurden Pferde bis zu einem Jahr nach MSC-
Therapie beobachtet und 84,5% dieser Pferde blieben ohne Rezidive (BURK und 
BREHM 2011). GODWIN (2012) behandelten in einer Studie 141 Pferde mit MSC 
und verglichen den Erfolg dieser Therapie mit bereits veröffentlichten Ergebnissen 
anderer konventioneller Therapien. Dabei zeigten die untersuchten Pferde über ei-
nen Zeitraum von zwei Jahren nur zu 27,4 % Rezidive. Dies ist signifikant weniger, 
als vorher nach konventionellen Therapien veröffentlichte Daten gezeigt hatten. In 
einer weiteren Studie induzierte man bei 12 Pferden mit Hilfe von Kollagenase eine 
Tendonitis. Diese therapierte man mit einer Kombination aus MSC und Insulin-like-
Growth Factor I und stellte fest, dass sowohl die biomechanischen Merkmale der 
Sehne verbessert werden konnten, als auch, dass histologisch eine deutliche Ver-
besserung der Sehnenarchitektur sichtbar wurde (SCHNABEL et al. 2009). 
Beispiele klinischer Studien, bei denen Sehnenverletzungen mit MSC aus Fettgewe-
be behandelt wurden, gibt es bislang deutlich weniger. Oft wird eine Kombination aus 
Fettgewebe-MSC und Wachstumsfaktoren bzw. Blutprodukten beschrieben. So auch 
in einer Studie, die die Kombination von Platelet Rich Plasma und MSC beschreibt. 
Hier wurden 16 Pferde mit Sehnenverletzungen behandelt. 14 der 16 Pferde gelang-
ten auf ihr ursprüngliches sportliches Niveau zurück. Die Rezidivrate lag in dieser 
Studie bei 12,5 % (DEL BUE et al. 2008).  
Heute besteht die Annahme, dass sowohl die Architektur des Sehnengewebes als 
auch die Komposition der Sehne und deren Mechanik nach intraläsionaler Applikati-
on von MSC nachhaltig positiv beeinflusst wird (BUTLER et al. 2008; SMITH 2008; 
SCHNABEL et al 2009; CROVACE et al. 2010). Statt einer unerwünschten ungeord-
neten, dadurch funktionell minderwertigen Architektur der extrazellulären Matrix wird 
diese deutlich paralleler und geordneter nach MSC-Behandlung. Hierfür spricht eine 
aktuelle Studie, in der 12 Pferde mit Karriere-beendenden Sehnenschäden behandelt 
wurden. Zufällig ausgewählten Kontrolltieren wurde eine phosphatgepufferte Salzlö-
sung intraläsional appliziert. Alle anderen Tiere wurden mit MSC aus Knochenmark 
intraläsional behandelt. Die Pferde durchliefen ein 6-wöchiges Bewegungsprogramm 
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und wurden danach euthanasiert. Es zeigte sich, dass die strukturelle Steifigkeit der 
Sehne, die bei einer Narbenbildung erwartet werden würde, bei den behandelten 
Tieren signifikant niedriger war als bei den Kontrolltieren. Unter anderem verbesserte 
sich weiterhin das histologische Bild, der Crimp Faktor, die Zellularität, der DNA-
Gehalt, die Vaskularität, der Wassergehalt und der Glykosaminoglykangehalt signifi-
kant bei den mit MSC behandelten Tieren (SMITH et al. 2013).  
Unter anderem vermutet man, dass natürliche mechanische Stimulation durch Be-
wegung die tenogene Differenzierung der injizierten MSC hervorruft und die Produk-
tion der Sehnenmatrix fördert (SMITH et al. 2003). Die tenogene Differenzierung er-
scheint jedoch weiterhin schwierig nachzuweisen, da es keine klare Abgrenzung zwi-
schen Tenozyten und Fibroblasten gibt. Es ist außerdem fraglich, ob sie allein durch 
die Expressionsanalyse der bislang verwendeten Sehnenmarker nachzuweisen ist 
(BURK et al. 2014). Neben der tenogenen Differenzierung scheint die Versorgung 
des Gewebes mit durch MSC produzierten Wachstumsfaktoren und Zytokinen für die 
Regeneration des Gewebes essentiell zu sein (CAPLAN und BRUDER 2001; 
RICHARDSON et al. 2007; VIOLINI et al. 2009).  
In unterschiedlichen In-vitro-Studien wurde festgestellt, dass mechanische Stimulati-
onen sowohl eine erhöhte Matrixproduktion, als auch eine Hochregulation sehnen-
spezifischer Gene nach sich ziehen (CHEN et al. 2008; KUO und TUAN 2008; DIE-
DERICHS et al. 2010; YOUNGSTROM et al. 2015). Die MSC organisieren sich 
selbst und die Matrix entlang der ihnen zugeführten Spannung (KUO und TUAN 
2008). Dieses sind Hinweise auf Prozesse, die auf eine Differenzierung des Gewe-
bes hindeuten. Auf die relevanten In-vitro-Studien wird unten detaillierter eingegan-
gen. Es fehlt jedoch auch hier die Aufschlüsselung des exakten Mechanismus, der 
eine tenogene Differenzierung sicher identifiziert.  
Insgesamt ist bis heute nicht eindeutig geklärt, welcher Mechanismus schlussendlich 
für den ansteigenden Erfolg von MSC-Therapien in der Veterinärmedizin und somit 
die höhere Belastbarkeit des regenerierten Gewebes nach Sehnenschaden verant-
wortlich ist. Hinweise auf das enorme Potential von MSC-basierenden Therapien fin-
den sich jedoch in zahlreichen Studien. 
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2.7 Sehnenaufbau und -funktion 
Sehnen haben die Funktion Muskeln und Knochen zu verbinden. Das Zusammen-
spiel aus Energiespeicherung und -freisetzung während der Dehnung und Entspan-
nung einer Sehne bei der Bewegung ermöglicht Schockabsorption und energieeffizi-
entes Arbeiten bei Belastungen (DOROSKI et al. 2007; REED und LEAHY 2013). 
Beim Pferd sind die oberflächliche Beugesehne und das Unterstützungsband die 
Hauptenergiespeicher der Vordergliedmaße. Sie sind größeren Belastungen ausge-
setzt als die übrigen Sehnen des Fesseltragapparates (WILSON et al. 2001). 
Eine Sehne besteht zu ca. 70 % aus Wasser und ca. 30 % aus Trockenmasse. Die 
Trockenmasse enthält einen zellulären und einen extrazellulären Anteil, der als ext-
razelluläre Matrix bezeichnet wird.  
 
Abb. 2: Schematische Darstellung einer Sehne nach DOROSKI et al. 2006 
Die zelluläre Komponente besteht aus Fibroblasten, die in Sehnen auch Tenozyten 
genannt werden. Die Funktion der Tenozyten besteht darin, das Gleichgewicht von 
Auf- und Abbauprozessen der extrazellulären Matrix zu erhalten. Letztere besteht 
aus geformter, faseriger Grundsubstanz mit kollagenen und elastischen Fasern und 
ungeformter, amorpher Grundsubstanz. Tenozyten sind spindelförmig entlang der 
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geformten, faserigen Grundsubstanz (auch Kollagenfibrillen genannt) angeordnet. 
Sie kommunizieren über Brückenverbindungen miteinander und können so aufei-
nander abgestimmt auf mechanischen Stress reagieren (STANLEY et al. 2007; 
THORPE et al. 2010). Die geformte, faserige Grundsubstanz besteht vor allem aus 
Typ I und Typ III Kollagen. Die Kollagenfibrillen haben einen Durchmesser von 10 - 
350 nm und bestehen aus vielen kleineren Kollagenmolekülen. Die Kollagenfibrillen 
sind in Zugrichtung der Sehne parallel angeordnet (siehe Abb. 3) (KASTELIC et al. 
1978; THORPE et al. 2010). Die Kollagenmoleküle sind durch intermolekulare che-
mische Querverbindungen miteinander vernetzt und tragen so zur Stärke und Be-
lastbarkeit des Gewebes bei (AVERY und BAILEY 2005). Viele Kollagenfibrillen ver-
binden sich zu einem Kollagenbündel (siehe Abb. 2 und 3), das einen Durchmesser 
von 50 – 300 µm aufweist. Viele Kollagenbündel werden vom Endotenon zur wesent-
lich dickeren Sehne mit einem Durchmesser von 15 mm zusammengefasst. Die 
Sehne wird durch das Epitenon zusammengehalten (siehe Abb. 3).  
Die ungeformte, amorphe Grundsubstanz wird durch Proteoglykane wie zum Beispiel 
Decorin und Aggrecan und Glykoproteine wie zum Beispiel Tenascin-C und Glyko-
saminoglykane gebildet. Diese Bestandteile sind insbesondere für die Zugfestigkeit 
und die Viskoelastizität der Sehne von Bedeutung. Sie regulieren die Fibrillogenese 
und organisieren die Matrix (SCOTT 1995, DOWLING et al. 2000; YOON und HAL-
PER 2005; DOROSKI et al. 2007). Proteoglykane haben einen Proteinkern, dessen 
Seitenketten unter anderem aus Glykosaminoglykanen bestehen. Diese verbinden 
sich mit weiteren Seitenketten anderer Proteoglykane untereinander. Dabei halten 
sie immer einen gewissen Abstand zueinander, der für eine große Festigkeit sorgt 




Abb. 3: Hierarchische Struktur einer equinen oberflächlichen Beugesehne 
  nach THORPE et al. 2010 
Eine genaue und ausgerichtete Reorganisation der Bestandteile der Sehnen ist für 
die optimale Wiederherstellung und Stärke des Gewebes nach Sehnenschaden von 
großer Bedeutung (DOROSKI et al. 2007). 
2.8 Sehnenheilung  
Sehnen heilen nur sehr langsam und Sehnengewebe repariert sich narbig anstatt 
sich zu regenerieren. Dieses hat die Bildung von funktional minderwertigem Sehnen-
gewebe zur Folge (SMITH et al. 2003; RICHARDSON et al. 2007). 
Degeneriert eine Sehne, entstehen Mikroläsionen, die anfangs unbemerkt bleiben 
können. Die Summe vieler Mikroläsionen führt jedoch meist zur Verletzung der Seh-
ne. Hat diese durch Summierung der Mikroläsionen oder durch Trauma stattgefun-
den ist das Prinzip der natürlichen Heilung in verschiedene Phasen einzuordnen. Als 
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erstes spricht man von einer Entzündungsphase. Die Entzündungsphase dauert ei-
nige Tage bis hin zu zwei Wochen (WOO 2000). Daraufhin folgt die subakute repara-
tive Phase, die ihren Höhepunkt nach drei bis sechs Wochen erreicht, jedoch durch-
aus mehrere Monate lang dauern kann. Zum Schluss folgt die Phase der Fibroplasie. 
Charakteristisch für diese Phase ist, dass mit Hilfe einer vermehrten Gefäßeinspros-
sung und einer vermehrten zellulären Infiltration Narbengewebe gebildet wird. 
Wachstumsfaktoren und Zytokine werden von einwandernden Makrophagen und 
Blutplättchen freigesetzt und regen die Bildung von Kollagen I, III und V an. Kollagen 
III wird vermehrt gebildet und trägt zur Entstehung von Narbengewebe bei. Die Seh-
ne wird weniger elastisch und vermindert belastbar (CREVIER-DENOIX et al. 1997; 
DOWLING et al. 2000). 
2.9 Sehnenmarker  
In der regenerativ-medizinischen Forschung ist es von großer Bedeutung anhand 
bestimmter Marker die Differenzierung von MSC in bestimmte Zelltypen nachweisen 
zu können. 
Geeignete Sehnenmarker kommen physiologisch in Sehnengewebe vor und zeigen 
bei Gewebeneubildung eine vermehrte Genexpression. Kollagen I, Kollagen III, 
Tenascin-C, Tenomodulin, Skleraxis, Decorin und Mohawk wurden in verschiedenen 
Studien als solche beschrieben (SCHWARZ und BISSELL 1977; WILLIAMS et al. 
1980; RILEY et al. 1996; SCHWEITZER et al. 2001; DOCHEVA et al. 2005; YOON 
und HALPER 2005; OTABE et al. 2014; LIU et al. 2015; SHUKUNAMI et al. 2006; 
SCHNABEL et al. 2009). 
Kollagen I ist das am häufigsten von Tenozyten gebildete Protein (SCHWARZ und 
BISSELL 1977; SCHNABEL et al. 2009). Es ist der Hauptbestandteil der faserigen 
Grundsubstanz einer Sehne. Auch Kollagen III wird in gesunden Sehnen von Te-
nozyten gebildet, allerdings nur zu <1 % des Gesamtkollagens. Ein deutlich höherer 
Gehalt ist in Sehnennarbengewebe zu finden (20-30 %) (WILLIAMS et al. 1980). De-
corin ist ein Protein, das in der amorphen Grundsubstanz der Sehne vorkommt. Es 
spielt eine wichtige Rolle in der Fibrillogenese und hat immunmodulatorische Eigen-
schaften (YOON und HALPER 2005). Der Transkriptionsfaktor Skleraxis wurde in 
bindegewebigen Verbindungen zwischen Muskel und Knochen von Mäusen und 
Hühnern nachgewiesen. Ein sehr früher Nachweis dieses Faktors bei Gewebeneu-
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bildung kann ein wichtiges Indiz auf die Neubildung von Sehnengewebe sein 
(SCHWEITZER et al. 2001). Das Glykoprotein Tenascin-C ist vor allem ein Bestand-
teil der gesunden extrazellulären Sehnenmatrix (RILEY et al. 1996). Tenomodulin ist 
ein Glykoprotein, das vorzugsweise in hypozellulärem Gewebe zu finden ist, also 
zum Beispiel in Sehnen- und Ligamentgewebe (DOCHEVA et al. 2005; SHUKUNAMI 
et al. 2006). Mohawk ist ein spezifischer Transkriptionsfaktor, der in Sehnen und 
Bändern nachgewiesen werden kann. Laut aktueller Studien scheint dieser Tran-
skriptionsfaktor eine wichtige Rolle in der Sehnenregeneration zu spielen, wobei sei-
ne genaue Aufgabe jedoch weiterhin ungeklärt ist (OTABE et al. 2014; LIU et al. 
2015).  
Die vermehrte Expression bestimmter Sehnenmarker durch MSC lässt eine tenoge-
ne Differenzierung bzw. verbesserte Sehnenregeneration vermuten. Eine einheitliche 
Regelung zum Nachweis der tenogenen Differenzierung gibt es jedoch noch nicht.  
LOVATI et al. (2012) wiesen nach, dass MSC aus Knochenmark unter Co-
Kultivierung mit Sehnengewebe schon nach 15 Tagen eine tenogene Differenzierung 
durch Hochregulation der Genexpression von Kollagen I, Decorin, Tenomodulin und 
Tensacin C zeigen. BURK et al. (2014) fanden heraus, dass MSC aus Fettgewebe 
bereits unstimuliert eine hohe Expression an Kollagen I, Kollagen III und Decorin 
aufweisen, was ihr bedeutendes Potential für eine positive Beeinflussung der Seh-
nenreorganisation nach Verletzung verdeutlicht. Auch CANSECO et al. (2012) ver-
muteten eine positive Korrelation der vermehrten Kollagen I, Kollagen III und 
Tenascin-C Expression mit der Heilung von Bändern und Sehnen. 
2.10 Tissue Engineering  
„Tissue Engineering“ ist der Überbegriff für die Herstellung künstlich gezüchteter 
Gewebe mit dem Ziel, erkranktes Gewebe in einem Patienten zu ersetzen oder zu 
regenerieren. 
Die Züchtung von künstlichem Gewebe wird mit Hilfe von spezifischen Zelltypen und 
dreidimensionalen Gerüstsubstanzen (sogenannten „Scaffolds“) angestrebt, oftmals 
mit Hilfe spezieller Bioreaktoren. Die künstlichen Gewebe haben dann unterschiedli-
che Funktionen. Sie können als Ersatzgewebe für geschädigte Areale dienen, dort 
implantiert werden und idealerweise nachfolgend ein Gewebe entwickeln, welches 
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dem Ursprungsgewebe sehr stark ähnelt (WOO 2009; LONGO et al. 2012). Solche 
Transplantate führen jedoch nicht selten auf Grund schlechter Verträglichkeit, Ent-
zündungsreaktionen und damit verbundener Schmerzen zu Problemen (KUO et al. 
2010). Künstlich gezüchtete Gewebe können ebenso der Forschung dienen und las-
sen in vitro Rückschlüsse auf Verhalten unterschiedlicher Zellen in unterschiedlichen 
Geweben zu. Zurzeit werden in vitro unterschiedliche Modelle genutzt um das Ver-
halten und die Funktion der MSC nach Implantation in eine Sehnenläsion besser zu 
verstehen. 
2.11 Scaffolds im Tissue Engineering 
Die Beschaffenheit des im Tissue Engineering verwendeten Scaffolds spielt bei der 
Verträglichkeit eine wichtige Rolle. Ein Scaffold sollte biokompatibel sein und sich 
schnellstmöglich an die biomechanischen Gegebenheiten und das Milieu der neuen 
Umgebung anpassen können. Außerdem sollte es natürliche Proteine beinhalten, die 
mit den spezifischen Vorläuferzellen kommunizieren können und so eine Differenzie-
rung und Matrixremodellierung induzieren können (YOUNGSTROM et al. 2013; 
BURK et al. 2014). Idealerweise wird das Scaffold in der Kultur oder nach der Trans-
plantation langsam resorbiert, so dass ausschließlich das zu transplantierende Zell-
gewebe übrigbleibt (KUO et al. 2010). Dabei sollten keine toxischen Nebenprodukte 
erzeugt werden.  
Es gibt verschiedene Arten von Scaffolds, die im Tissue Engineering eine wichtige 
Rolle spielen: 
a. Scaffolds aus synthetischen Materialen 
b. Scaffolds aus natürlichen Materialien 
c. Scaffolds aus dezellularisierten natürlichen Geweben 
Der Einsatz synthetisch hergestellter Scaffolds ist auf Grund ihrer guten Verträglich-
keit weit verbreitet (LONGO et al. 2012). Vor allem synthetische Polymere auf Basis 
von Milchsäure wie z.B. Poly ε-caprolactone (PCL), Poly DL-lactide (PLA) oder Poly 
DL-lactide-co-glycolide (PLGA) wurden bereits erfolgreich verwendet (FARNG et al. 
2008; STOOP 2008; XU et al. 2014). Vorteile sind ihre schnelle, in verschiedenen 
Größen und Formen verfügbare Herstellung und ihr einfacher Abbau durch Hydroly-
se oder enzymatischen Abbau. Im Vergleich zu allo- und xenogenen Transplantaten 
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können synthetische Scaffolds ohne Gefahr der Krankheitsübertragung implantiert 
werden. Von großem Nachteil kann die nachweislich zu schnelle Zerfallsrate sein. 
Außerdem ist die Entstehung toxischer Nebenprodukte nicht ausgeschlossen 
(STOOP 2008; KUO et al. 2010). 
Scaffolds aus natürlichen Materialien können aus Bestandteilen der extrazellulären 
Matrix oder auch weiteren in der Natur vorkommenden Ausgangssubstanzen wie 
Spinnenseide oder Algen hergestellt werden. Kollagen I wird häufig verwendet und 
hat den Vorteil, dass seine Abbauprodukte im Körper physiologisch vorkommende 
Stoffe sind und den Organismus nicht zusätzlich beeinflussen oder schaden. Dem-
entsprechend haben diese Scaffolds eine besonders gute Verträglichkeit, sind jedoch 
häufig von zu geringer Festigkeit um den Bedingungen im neuen Gewebe längerfris-
tig Stand zu halten. Ihre adhäsive Oberfläche wirkt zellaktivierend und erleichtert den 
Zellen die Einwanderung und Ansiedlung. Bei Transplantationen sind Übertragungen 
von Krankheitserregern jedoch nicht ausgeschlossen (STOOP 2008; KUO et al. 
2010). Scaffolds auf Basis von Kollagenen werden klinisch bereits zum Beispiel zur 
Blutstillung, bei kosmetischen Eingriffen und bei Dura Mater-Transplantationen ein-
gesetzt (STOOP 2008; KUO et al. 2010). In vitro finden häufig mit Zellen besiedelte 
Kollagen-Gele ihre Verwendung. Sie können verschiedensten Stimuli ausgesetzt 
werden und werden für die Forschung in unterschiedlichsten Bereichen genutzt 
(ALTMANN et al. 2002; DELAINE-SMITH et al. 2012; RAABE et al. 2013; YOUNGS-
TROM et al. 2015). Nichtsdestotrotz wurde noch kein zellbesiedeltes Kollagen-
Konstrukt beschrieben, das ausreichend stabile Eigenschaften besitzt um den me-
chanischen Belastungen in einer Sehne stand zu halten und die ursprüngliche Archi-
tektur im Gewebe wieder zu erlangen (BAGNANINCHI et al. 2007). 
Dezellularisierte natürliche Scaffolds bieten eine geeignete Möglichkeit ein Konstrukt 
zu schaffen, welches dem Ursprungsgewebe ähnelt, sehr anpassungsfähig ist und 
bei Implantation hypoimmunogen ist (CHENG et al. 2014). YOUNGSTROM et al. 
(2013) und BURK et al. (2014) zeigten, dass eine Kombination aus Gefrier- und Auf-
tauzyklen mit bestimmten Detergenzien eine vielversprechende Methode ist, um 
Sehnen von Großtieren zu dezellularisieren und für weitere Versuche im Tissue En-
gineering zu verwenden. Die von beiden Forschungsgruppen verwendeten Protokolle 
für die Dezellularisierung von oberflächlichen und tiefen Beugesehnen von Pferden 
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schaffen eine Möglichkeit ein weitgehend zell- und DNA-freies Sehnenscaffold zu 
kreieren, welches zytokompatibel für die Besiedlung mit verschiedenen MSC ist. 
2.12 Bioreaktormodelle im Sehnen-Tissue Engineering 
Bioreaktoren haben im Tissue Engineering eine wichtige Funktion. Sie ermöglichen 
es in vitro Bedingungen herzustellen, die den in vivo Bedingungen am lebenden Or-
ganismus sehr stark ähneln, beispielsweise im Hinblick auf mechanische Stimulation 
oder die Strömung von Flüssigkeiten. So ist es möglich systematische, kontrollierba-
re und reproduzierbare Versuche zur Differenzierung und Entwicklung von Geweben 
durchzuführen.  
Verschiedene experimentelle Versuche mit Bioreaktoren zeigen, dass dynamische 
und mechanische Kräfte die Differenzierung von auf Scaffolds aufgebrachten Vorläu-
ferzellen zu Sehnen-, Ligament-, und Knochengewebe induzieren (ALTMANN et al. 
2002, CHEN et al. 2008, DIEDERICHS et al. 2010, FARNG et al. 2008, LEE et al. 
2013; RAABE et al. 2013). Diese Erkenntnisse können zum besseren Verständnis 
der Regeneration von Sehnen nach intraläsionaler MSC-Applikation genutzt werden. 
Ebenso werden experimentelle Bioreaktor-Studien mit dem Ziel konzipiert mit Hilfe 
von Scaffolds und Vorläuferzellen funktionsfähige Transplantate zu erhalten, die spä-
ter klinisch für Gewebeersatz genutzt werden können (ALTMANN et al. 2002; DIE-
DERICHS et al. 2010; DELAINE-SMITH et al. 2012). 
Eine Forschungsgruppe aus Massachusetts (USA) fand heraus, dass die Genex-
pression der Sehnenmarker Kollagen I, Kollagen III und Tenascin-C durch eine me-
chanische Stimulation von undifferenzierten Vorläuferzellen über 21 Tage hochregu-
liert wird. Sie wiesen auch nach, dass eine induzierte Zell- und Kollagenausrichtung 
unter eben diesen Umständen stattfindet und auf eine Ligament-ähnliche Differenzie-
rung der Vorläuferzellen hindeutet. Für dieses Projekt wurde ein Bioreaktor entwor-
fen, der kontrollierten, multidimensionalen Stress auf in Kollagengel eingebettete, 
undifferenzierte Zellen ausübte (ALTMANN et al. 2002). CHEN et al. (2008) zeigten, 
dass zyklische, mechanische Stimulation von humanen MSC auf einer Kollagen-I-
beschichteten Platte zu einer Hochregulation sehnenspezifischer Marker führt. Eine 
Dehnung der Konstrukte um 10% über 48 h resultierte in einer vermehrten Genex-
pression von Kollagen I, Kollagen III und Tenascin-C. Eine 3%-ige Dehnung führte 
jedoch zu einer Hochregulation von Osteocalcin. FARNG et al. (2008) zeigten, dass 
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eine Dehnung um 10 % eines mit murinen MSC besiedelten synthetischen Scaffolds 
die Produktion von Kollagen I und Kollagen III hochreguliert und auch der Transkrip-
tionsfaktor Skleraxis vermehrt produziert wird. In einer weiteren Studie wurden Tibia-
lissehnen von Schweinen dezellularisiert und für 1, 3, und 7 Tage mit Hilfe eines Bio-
reaktors stimuliert. Es wurde gezeigt, dass die Sehnen nach Dezellularisierung und 
mechanischer Stimulation eine höhere Belastbarkeit aufwiesen als vorher und dass 
sich die Sehnenarchitektur in die zunehmend parallel angestrebte Richtung orientier-
te (LEE et al. 2013). Auch geringere zyklische Dehnungen von nur 1% von auf Kol-
lagengele besiedelten humanen MSC führen zu einer tenogenen Differenzierung; es 
wurde gezeigt, dass hierbei eine Hochregulation von Kollagen III stattfindet und das 
Level des Transkiptionsfaktors Skleraxis aufrechterhalten werden kann, im Vergleich 
zu statischen Kontrollen, bei denen das Skleraxis Level absinkt (KUO und TUAN 
2008). Ein weiteres Bioreaktormodell wurde genutzt, um optimale Bedingungen für 
eine in vitro tenogene Differenzierung von equinen MSC zu erschaffen. Kollagen I 
Gele wurden mit MSC aus Fettgewebe besiedelt und unterschiedlichen Stimulatio-
nen, Sauerstoffkonzentrationen und Zugaben verschiedener Wachstumsfaktoren 
ausgesetzt. Anschließend wurden sowohl die Expression unterschiedlicher Sehnen-
marker, als auch histologische Parameter der Zell/Gelkonstrukte ausgewertet. Die 
besten Ergebnisse, in Bezug auf die höchste Expression getesteter Sehnenmarker 
und der parallelen Ausrichtung von Fasern dieser Studie, wurden unter 21 % Sauer-
stoff, mechanischer Stimulation und Zugabe von Wachstumsfaktor GDF 5 und GDF 
7 erreicht (RAABE et al. 2013). 
Aus diesen Studien lässt sich schließen, dass die richtige Stimulation von MSC mit 
Hilfe verschiedenster Bioreaktormodelle die Differenzierung in Richtung Sehnen-, 
und Ligamentgewebe induzieren kann. 
Anhand der oben genannten Beispiele ist zu sehen, wie wichtig sowohl die Scaffolds, 
als auch die mechanische Stimulation für die Forschung im Bereich der MSC und der 
regenerativen Sehnentherapie ist. In der Veterinärmedizin wäre die Kombination die-
ser beiden Aspekte zum besseren Verständnis eigener Therapieansätze, aber auch 
als Model für die Humanmedizin sehr wertvoll und soll das Ziel dieser Arbeit darstel-
len.  
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3 Hypothesen und Zielstellung der vorliegenden Arbeit 
Die Hypothesen und zentralen Fragestellungen dieser Arbeit zur MSC-unterstützen 
Sehnenregeneration sind a) die der tenogenen Differenzierung von intraläsional ap-
plizierten MSC und in diesem Zusammenhang b) die der positiven Beeinflussung der 
Differenzierung und Matrixproduktion der MSC durch natürliche Sehnenmatrix eben-
so wie c) die der positiven Beeinflussung der Differenzierung und Matrixproduktion 
der MSC durch mechanische Kurzzeitstimulation. 
Ziel dieser Arbeit war es, die beiden letzteren Hypothesen zu untersuchen um Rück-
schlüsse auf die zentrale erste Hypothese ziehen zu können. Dafür wurden die Effek-
te der extrazellulären Sehnenmatrix und zyklischen Dehnung auf die frühe tenogene 
Differenzierung und Sehnenmatrixproduktion anhand von Fettgewebe-MSC in einem 
In-vitro-Bioreaktormodell untersucht. So sollte dazu beigetragen werden zu verste-
hen, welcher Mechanismus für die höhere Belastbarkeit des regenerierten Gewebes 
nach Sehnenschaden verantwortlich ist. 
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4 Material und Methoden 
4.1 Gewinnung von Fettgewebe zur Isolierung von MSC 
4.1.1 Materialien 
Das verwendete Fettgewebe stammte von sechs Pferden, die frei von Allgemeiner-
krankungen waren und aus anderen Gründen euthanasiert wurden. 
Die Gruppe der Spendertiere setzt sich wie folgt zusammen: 
Tab. 1: Spendertiere  
Pferde Rasse Alter Geschlecht 
Pferd 1 Vollblut 1 Jahr Stute 
Pferd 2 Warmblut 2 Jahre Wallach 
Pferd 3 Vollblut 3 Jahre Hengst 
Pferd 4 Vollblut 4 Jahre Hengst 
Pferd 5 Warmblut 4 Jahre Stute 
Pferd 6 Warmblut 5 Jahre Wallach 
 
Tab. 2: Materialien für die Gewinnung von MSC aus Fettgewebe 
Geräte Bezeichnung Hersteller 
Kühlschrank Liebherr Premium no-frost Liebherr, Biberach an der Riss, 
Deutschland 
Schermaschine Super AGR Andis, Sturtevant, USA 
 
Verbrauchsmaterialien Bezeichnung Hersteller 
Alkohol 70 % Ethanol  Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Einmalskalpell Surgical Disposable Scalpels B Braun, Tuttlingen, Deutschland 
Handschuhe Gentle Skin, sensitive Meditrade, Kiefersfelden, Deutsch-
land 
HBSS Hank’s balanced salt solution Gibco, Darmstadt, Deutschland 
Jodseife Jodosept Vetoquinol, Lure cedex, Frankreich 
Pinzette  WDT, Garbsen, Deutschland 
Tupfer Mullkompressen Nobamed, Wetter/Ruhr, Deutschland 
Zentrifugenröhrchen Falkon 50 ml BD Biosiences, Bedford, USA 
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4.1.2 Methoden 
Die Fettentnahme fand 10 bis 30 min post mortem statt. Der Bereich lateral des 
Schweifansatzes der sechs Spendertiere wurde einseitig großzügig geschoren, mit 
Jodseife gewaschen und mit Alkohol desinfiziert. Es folgte ein ca. 10cm langer 
Schnitt etwa 1cm lateral der Schweifrübe, um das dort liegende Fettdepot freizule-
gen. Hier wurden aseptisch 6-8 g Fett entnommen und in ein 50ml Zentrifugenröhr-
chen, welches vorher mit 30ml HBSS befüllt worden war, überführt. Diese Proben 
wurden über Nacht bei 4 °C gelagert.  
4.2  Allgemeine Zellkultur 
4.2.1 Materialien 
Tab. 3: Materialien für die Allgemeine Zellkultur 
Laborausstattung Bezeichnung Hersteller 
Absauger BVC 21 Vacuubrand, Wertheim, Deutschland 
Brutschrank  BDD 6220 Heraeus, Hanau, Deutschland 
Gefrierschrank -86C ULT Freezer Thermo scientific, Dreieich, Deutschland 
Kryokonservierung Cryo Plus 2 Thermo scientific, Dreieich, Deutschland  
Mikroskop Eclipse TE2000-S Nikon, Düsseldorf, Deutschland 
Pipetierhilfe  Pipetus-akku Hirschmann Laborgeräte, Eberstadt, 
Deutschland 
Pipetten  10 µl, 100 µl, 1000 µl  Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
Sterile Werkbank Herasafe  Heraeus, Hanau, Deutschland 
Waage Sartorius BP2100 S Sartorius, Göttingen, Deutschland 
Wasserbad GFL 1083 GFL, Burgwedel, Deutschland 
Zählkammer Neubauer Zählkammer Marienfelder, Lauda-Königshofen, 
Deutschland  






Alkohol Isopropanol Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Antibiotikum Genta Gentamicin (50 mg/ml)  PAA, Pasching, Österreich 
Antibiotikum Pen/Strep Penicillin (10.000 IE/ml) /  PAA, Pasching, Österreich 
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 Streptomycin (10.000 µl/ml)  
Collagenase I  Gibco, Darmstadt, Deutschland 
HBSS Hank’s balanced salt solution Gibco, Darmstadt, Deutschland 
PBS Dulbecco`s phosphate buff-
ered saline ohne Ca & Mg 
PAA Laboratories, Pasching, Österreich 
Trypsin Trypsin EDTA 10x  PAA, Pasching, Österreich 
 
Verbrauchsmaterialien Bezeichnung Hersteller 
96-er Well Platte  Becton Dickinson, Heidelberg, Deutsch-
land 
Einfrierbox Nalgene, Mr. Frosty Nalge Nunc, Rochester, USA 
Kryoröhrchen Cryo Pure 1,8 ml  Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
Parafilm  Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland  
Pasteurpipetten  Brand, Wertheim, Deutschland 
Pinzette  WDT, Garbsen, Deutschland 
Pipettenspitzen  Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
Schere  WDT, Garbsen, Deutschland 
Serologische Pipetten 5 ml, 10 ml, 25 ml Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
Trypanblau Trypan Blue Stain (0,4 %) Gibco, Darmstadt, Deutschland 
Zellkulturflasche Tissue culture Flasks 175 
cm² 
BD Biosiences, Bedford, USA 
Zellkulturschale  TPP, Trasadingen, Schweiz 
Zentrifugenröhrchen Falkon 50 ml BD Biosiences, Bedford, USA 
 
 
Tab. 4: Standardkulturmedium und Standardeinfriermedium 
Standardkulturmedium Hersteller 
DMEM (Dulbecco`s modified eagle medium) 
mit 1g/L D-Glucose, L-Glutamine und 
Pyruvate 
Gibco, Darmstadt, Deutschland 
10 % Fetales bovines serum Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
1 % Penicillin/Streptomycin PAA Laboratories, Pasching, Österreich 
0,1 % Gentamicin  PAA Laboratories, Pasching, Österreich 
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Standardeinfriermedium Hersteller 
DMEM (Dulbecco`s modified eagle medium) 
mit 1g/L D-Glucose, L-Glutamine und 
Pyruvate 
Gibco, Darmstadt, Deutschland 
40 % Fetales bovines serum Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 




4.2.1.2 Isolation der MSC 
Das von den Spendertieren entnommene Fettgewebe wurde gewogen und 6g zur 
weiteren Digestion verwendet. Überschüssiges Fettgewebe wurde verworfen. Zu-
nächst wurde es unter der sterilen Werkbank in eine Zellkulturschale verbracht und 
mit HBSS gewaschen, anschließend mit Hilfe einer Pinzette und einer Schere in 1-2 
mm große Stücke zerkleinert. Ein Zentrifungenröhrchen wurde mit einer Lösung aus 
50ml HBSS, 0,8 mg/ml Collagenase I, 0,1% Gentamicin und 1% Penicil-
lin/Streptomycin befüllt. Die Lösung wurde anschließend auf vier Zentrifugenröhrchen 
verteilt und jeweils 1,25g des zerkleinerten Fettgewebes hinzugegeben. Diese inku-
bierten für 4 h in einem kontinuierlich schüttelnden Wasserbad bei 37°C.  
Anschließend wurden die Zentrifugenröhrchen zentrifugiert (437xg, 4 °C, 5 min). 
Nachfolgend wurde jeweils mit einer serologischen Pipette (5 ml) das Zellpellet eines 
jeden Zentrifugenröhrchens, unter Durchstechen der Fettschicht und Aufnahme von 
ca. 2ml Digestionslösung, aufgenommen und in jeweils ein weiteres Zentrifugenröhr-
chen verbracht. Diese wurden auf 30ml mit PBS aufgefüllt und ein weiteres Mal bei 
437xg, einer Temperatur von 4°C und für 5 min zentrifugiert. 
Der Überstand wurde abgesaugt, die Zellpellets in 10ml PBS resuspendiert und in 
einem Röhrchen zusammengeführt. Die so entstandene Lösung wurde, unter Einbe-
halten von 50 µl zur Zellzählung, ein weiteres Mal zentrifugiert (437xg, 4 °C, 5 min). 
Für die Zellzählung wurde immer die Lösung aus Zellen und Standardkulturmedium 
mit Trypanblau vermischt. Diese wurde in die Neubauer Zählkammer pipettiert. Es 
wurden vier Großquadrate ausgezählt und dann mit folgender Formel die Gesamt-
zellzahl der verbliebenden Zellsuspension berechnet:  
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n ZZ = (G/4) x (10 000 x 10 x 2)  
n ZZ: Gesamtzellzahl der Suspension 
n G: Anzahl der gezählten Zellen (lebend/tot) in allen Großquadratfeldern 
n 4: Anzahl der ausgezählten Großquadrate 
n 10 000: Zählkammerfaktor 
n 10: Volumen der Gesamtzellsuspension in ml 
n 2: Verdünnungsfaktor (Verdünnung mit Trypanblau: 1:1) 
Nach der Zellzählung wurden 1-2 Mio. Zellen pro 175cm² Kulturflasche mit Standard-
kulturmedium ausgesät und in den Brutschrank (37 °C, 5% CO2, 90% rH) verbracht. 
4.2.1.3 Expansion und Passage der MSC  
Zweimal wöchentlich wurde das Standardkulturmedium gewechselt. Bei einer Zell-
konfluenz von 90% wurden die Zellen passagiert und als Passage 1 eingefroren. 
Die Passage fand immer unter der sterilen Werkbank statt. Dafür wurde das Stan-
dardkulturmedium aus den Zellkulturflaschen abgesaugt und die Zellen zweimalig mit 
jeweils 20 ml PBS gewaschen. Nachfolgend wurden sie jeweils mit 4ml Trypsin Lö-
sung befüllt und für 5 bis 8 min im Brutschrank (37 °C, 5 % CO2, 90% rH) inkubiert. 
Im Anschluss fand eine mikroskopische Kontrolle der Ablösung der Zellen statt. Die-
se wurde gebenenfalls durch leichtes Klopfen am Unterboden der Zellkulturflasche 
gefördert. Die Trypsinwirkung wurde anschließend durch Zugabe von Standardkul-
turmedium aufgehoben und die Zellsuspension in Zentrifugenröhrchen gefüllt. Diese 
wurden zentrifugiert (437xg, 11°C, 5 min) und mit PBS gewaschen. Die so entstan-
dene Lösung wurde, unter Einbehalten von 50 µl zur Zellzählung, ein weiteres Mal 
zentrifugiert (437xg, 4°C, 5 min). 
Das Zellpellet wurde nachfolgend zum Einfrieren in Standardeinfriermedium resus-
pendiert.  Die Suspension wurde dann in Kryoröhrchen (2-3 Mio. Zellen/ 1,8 ml Kryo-
röhrchen) verbracht und über Nacht in der Einfrierbox, welche mit Isopropanol gefüllt 
wurde und die Suspension schrittweise herunter kühlt, bei -80°C gelagert. Bis zum 
weiteren Gebrauch wurden die Röhrchen dann bei -150°C gelagert. 
Für die Besiedlungen der Sehnenscaffolds wurden Zellen aufgetaut. Dafür wurden 
die Kryoröhrchen vorsichtig im Wasserbad bei 37°C erwärmt. Nachfolgend wurde die 
Zellsuspension unverzüglich, um den zytotoxischen Effekt des DMSOs zu vermin-
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dern, mit Standardkulturmedium vermischt. Diese Suspension wurde bei 437xg, 
11°C für 5 min zentrifugiert, mit PBS gewaschen und die Zellen gezählt. Anschlie-
ßend wurden sie in einer Dichte von 1-2 Mio. Zellen/175cm² Zellkulturflasche ausge-
sät und bis zur Passage 3 expandiert. Bei den weiteren Passagen wurde das Zellpel-
let in einer Dichte von 300 000 - 1 Mio. Zellen pro 175m² Kulturflasche ausgesät. 
4.3 Gewinnung, Herstellung und Zuschneiden der Sehnen  
4.3.1 Materialien 
Aus einem Schlachthof wurden Pferdebeine verschiedener Voll- und Warmblutpferde 
abgeholt und nach Leipzig in die Klinik für Pferde transportiert. Die Pferdebeine wur-
den nach der Schlachtung auf Höhe des Metakarpus bzw. Metatarsus abgesetzt und 
8 Stunden nach der Schlachtung weiterverwertet. 
Tab. 5: Materialien zur Gewinnung, Herstellung und zum Zuschneiden der Sehnen 
Geräte, Laborausstattung Bezeichnung Hersteller 
Absauger BVC 21 Vacuubrand, Wertheim, Deutschland 
Gefrierschrank -86C ULT Freezer Thermo scientific, Dreieich, Deutsch-
land 
Kühlschrank Liebherr Premium no-frost Liebherr, Biberach an der Riss, 
Deutschland 
Schermaschine Super AGR Andis, Sturtevant, USA 
Schüttler Orbital Shaker Multi PSU-10 Biosan, Warren, USA 
Sterile Werkbank Herasafe  Heraeus, Hanau, Deutschland 
Wasseraufbereitungsanlage Milli-Q Merck, Darmstadt, Germany 
Wasserbad GFL 1083 GFL, Burgwedel, Deutschland 
 
Verbrauchsmaterialien, 
Chemikalien, Puffer,  
Lösungen, Zusätze 
Bezeichnung Hersteller 
Alkohol  70 % Ethanol Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Antibiotikum Genta Gentamicin 50 mg/ml  PAA, Pasching, Österreich 
Antibiotikum Pen/Strep Penicillin (10.000 IE/ml) / 
Streptomycin (10.000 µl/ml) 
PAA, Pasching, Österreich 
Einmalskalpell Surgical Disposable Scalpels B Braun, Tuttlingen, Deutschland 
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Handschuhe Gentle Skin, sensitive Meditrade, Kiefersfelden, Deutsch-
land 
Jodseife Jodosept Vetoquinol, Lure cedex, Frankreich 
Klemme  WDT, Garbsen, Deutschland 
Kochsalzlösung NaCl 0,9 % B Braun, Melsungen, Deutschland 
Pasteurpipetten  Brand, Wertheim, Deutschland 
PBS Dulbecco`s phosphate buff-
ered saline ohne Ca & Mg  
PAA Laboratories, Pasching, Öster-
reich 
Pinzette  WDT, Garbsen, Deutschland 
Pipetierhilfe  Pipetus-akku Hirschmann Laborgeräte, Eberstadt, 
Deutschland 
Rasierklingen  Swedisch Scalpell Carl Roth, Karlsruhe, Germany  
Salzsäure HCl 37 %, reinst Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Schere  WDT, Garbsen, Deutschland 
Serologische Pipetten 5 ml, 10 ml, 25 ml Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
Skalpellklingen  Surgical Blades Gr. 23 B Braun, Tuttlingen, Deutschland 
sterile Handschuhe Peha-micron Plus Hartmann, Heidenheim, Deutschland 
Sterilfilter Filter TOP, Membran 0,22 
µm 
TPP, Trasadingen, Schweiz 
Töpfchen Nalgene Nalge Nunc, Rochester, USA 
Tris Puffer  Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Triton-X 100  Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Tupfer Mullkompressen Nobamed, Wetter/Ruhr, Deutschland 
Zellkulturschale  TPP, Trasadingen, Schweiz 
Tab. 6: Standardkulturmedium 
Standardkulturmedium Hersteller 
DMEM (Dulbecco`s modified eagle medium) mit 1 
g/L D-Glucose, L-Glutamine und Pyruvate 
Gibco, Darmstadt, Deutschland 
10 % Fetales bovines serum,  Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
1 % Penicillin/Streptomycin, PAA Laboratories, Pasching, Österreich 
0,1 % Gentamicin  PAA Laboratories, Pasching, Österreich 
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4.3.2 Methoden 
4.3.2.1 Gewinnung der Sehnen 
In der Klinik für Pferde in Leipzig wurden die Pferdebeine geschoren und die Hufe mit 
Handschuhen überzogen. Anschließend wurden die Beine mit Jodseife gewaschen 
und mit 70 % Ethanol desinfiziert. Nach Eröffnung der Haut wurde ein ca. 10 cm lan-
ges Stück der oberflächlichen Beugesehne (OBS) aseptisch entnommen. 
Die OBS wurden in 0,9% Kochsalzlösung mit 2% Penicillin/Streptomycin und 0,1% 
Gentamicin verbracht und über Nacht bei 4°C gelagert. 
4.3.2.2 Dezellularisierung der Sehnen 
Die Arbeitsschritte der Dezellularisierung fanden alle unter der sterilen Werkbank 
statt. Die Sehnen wurden zweimalig abwechselnd erst in 70% Alkohol für 5 min, 
dann in PBS für 5 min gewaschen. Anschließend wurden die Sehnen mindestens 
über Nacht bei -80°C eingefroren. Als nächstes wurden die Sehnen im Wasserbad 
bei 37°C aufgetaut und fünf zweiminütigen Einfrierzyklen mit flüssigem Stickstoff un-
terzogen. Zwischen den Einfrierschritten wurden die Sehnen für 10 min bei 37°C im 
Wasserbad aufgetaut. 
Nachfolgende Waschschritte wurden alle bei Raumtemperatur und unter kontinuierli-
cher Bewegung auf dem Schüttler durchgeführt. Die Sehnen wurden für 48 h in des-
tilliertem Wasser inkubiert. Anschließend folgte die Inkubation in 1% Triton X-100 in 
Tris-Puffer (pH: 7,6; eingestellt mit Salzsäure). Nach weiteren 48 h wurde die Tris-
Puffer/ Triton X-100 Lösung abgesaugt und die Sehnen zweimalig für 15 min in des-
tilliertem Wasser gewaschen und anschließend in Standardkulturmedium verbracht. 
Darin wurden sie für 24 h gewaschen. Abschließend folgte ein 24-stündiges Wa-
schen in PBS. 
4.3.2.3  Zuschneiden der Sehnen 
Die Sehnen wurden aus dem PBS entnommen und unter der sterilen Werkbank mit 
Hilfe einer Schere von überschüssigem bindegewebigem Material befreit. Nachfol-
gend wurden mit Hilfe einer Rasierklinge sowohl die dorsale als auch die palma-
re/plantare Oberfläche der OBS entlang des Faserverlaufs abgetrennt, so dass die 
Kollagenfasern des Sehneninneren freigelegt wurden. Diese Sehnenstreifen wurden 
Material und Methoden 31 
 
entweder in 8 cm x 1 cm x 2 mm Stücke geschnitten, welche als statische Kontrollen 
verwendet wurden, oder sie wurden in 10 cm x 1 cm x 2 mm Stücke geschnitten. 
Diese wurden für die Stimulationsversuche im Bioreaktor genutzt. Der 2 cm Längen-
unterschied zwischen statischem Sehnenscaffold und Sehnenscaffold für die Stimu-
lationen erlaubte die Einspannung in die Spannbacken des Bioreaktors. Bis zur wei-
teren Verwendung wurden die Sehnenscaffolds bei -80°C eingefroren. 
4.4 Besiedlung der Sehnenscaffolds und Aussaat der 
Monolayerkulturen 
4.4.1 Material 
Tab. 7: Materialien zur Besiedlung der Sehnenscaffolds 
Laborausstattung Bezeichnung Hersteller 
Brutschrank  BDD 6220 Heraeus, Hanau, Deutschland 
Pipetierhilfe  Pipetus-akku Hirschmann Laborgeräte, Eberstadt, 
Deutschland 
Pipetten  10 µl, 100 µl, 1000 µl Eppendorf, Hamburg, Deutschland  
Sterile Werkbank Herasafe  Heraeus, Hanau, Deutschland 
 
Verbrauchsmaterialien Bezeichnung Hersteller 
4-er Well Platte  Nalge Nunc, Rochester, USA 
Kammerobjektträger Chamber Slide  Nalge Nunc, Rochester, USA 
Pipettenspitzen  Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
Serologische Pipetten 5 ml, 10 ml, 25 ml Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
Silikon Elastosil RT 601 A&B Wacker Silicones, Riemerling, Deutschland 
Töpfchen Nalgene Nalge Nunc, Rochester, USA 
Zellkulturschale Tissue Culture Dish  
(10 cm)  
Nalge Nunc, Rochester, USA 
Silikon Elastosil Wacker Chemie AG, München, Deutsch-
land 
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Tab. 8: Standardkulturmedium 
Standardkulturmedium Hersteller 
DMEM (Dulbecco`s modified eagle medium) mit 1 
g/L D-Glucose, L-Glutamine und Pyruvate 
Gibco, Darmstadt, Deutschland 
10 % Fetales bovines serum Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
1 % Penicillin/Streptomycin PAA Laboratories, Pasching, Österreich 
0,1 % Gentamicin  PAA Laboratories, Pasching, Österreich 
 
4.4.2 Methoden 
4.4.2.1 Besiedlung der Sehnenscaffolds 
Die Sehnenscaffolds wurden mit je 1 Mio. Zellen in 20 µl Standardkulturmedium pro 
cm2 mäanderförmig besiedeltet. Sie befanden sich zum Zeitpunkt der Besiedlung in 
mit Silikon ausgelegten Schalen (von der Arbeitsgruppe hergestellt). 
Um die Adhäsion der Zellen zu gewährleisten wurden die Sehnenscaffolds für 6 h in 
den Brutschrank (37 °C, 5 % CO2, 90 % rH) verbracht und im Anschluss mit 80 ml 
Standardkulturmedium je Silikonschale überschichtet. Alle Sehnenscaffolds wurden 
in dieser Weise für 3 Tage inkubiert und im Anschluss daran den Stimulationszyklen 
ausgesetzt. 
4.4.2.2 Aussaat der Monolayerkultur 
Auch hier wurden die Zellen in der Passage 3 vom Zellkulturflaschenboden abgelöst 
und gezählt. Es wurden pro Pferd und Versuchsreihe jeweils eine Zellkulturschale à 
350 000 Zellen hinsichtlich der Normierung der RT-PCR (Echtzeit-
Polymerasekettenreaktion) Ergebnisse besiedelt. Außerdem wurden weitere Well-
Platten für die Live/Dead® Färbung ausgesät und kultiviert. 
4.5 Dehnungsbioreaktor 
Zur Verwirklichung des Vorhabens wurde in der Arbeitsgruppe und in Zusammenar-
beit mit dem Institut für Technische Chemie der Universität Hannover sowie Prof. Dr. 
Cornelia Kasper, BOKU Wien, ein Bioreaktor konzipiert, der speziell dafür ausgerich-
tet ist, die Sehnenscaffolds zyklisch zu dehnen bzw. zu stimulieren. 
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Abb. 4: Schematische Darstellung des Bioreaktorsystems 
 
Abb. 5: Darstellung des Dehnungsbioreaktors  
  a) Kammer, b) Motor, c) Motorsteuerung,  
d) Pumpe, e) Flasche mit Kühlflüssigkeit, f) Computer 
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Abb. 6: Darstellung von Teilen des Bioreaktors  
  a) Kammer, b) Deckelvorrichtung mit Dehnungsapparatur und Klemmbacken,  
c) Motor 
 
Abb. 7: Deckelvorrichtung mit Dehnungsapparatur und Klemmbacken 
Der Bioreaktor wurde aus rostfreiem Stahl (VA Legierung) gefertigt. Er besteht aus 
einer Kammer mit einem Volumen von 304,34 cm³. Entsprechend beträgt die Höhe 
15,5 cm, der Durchmesser 8 cm und die Wanddicke von 1,5 cm.  In dessen Deckel-
vorrichtung kann das 10 cm lange Sehnenscaffold beweglich eingespannt und mit 
dem Motor verbunden werden. Der Bioreaktor beinhaltet einen Motor (1 kN Schub-
kraft), eine Motorsteuerung, eine Pumpe mit Flaschensystem zur Kühlung der Motor-
steuerung und einen externen Computer (Abb. 2) mit entsprechend programmierter 
Software (TCI Hannover). Die Kammer des Bioreaktors ist durch einen Auslass be-
lüftet und bis auf dieses Ventil luftdicht. 
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4.6 Versuchsaufbau 
Es wurden 3 Versuchsreihen mit unterschiedlichen Inkubationszeiten post Stimulati-
on (4 h, 8 h oder 24 h) durchgeführt (schematische Darstellung siehe Abb. 4). Für 
alle Versuchsreihen wurden die Sehnenscaffolds 3 Tage vor der Stimulation besie-
delt. Dieses sollte die Adhäsion und das Wachstum der MSC auf den Sehnenscaf-
folds gewährleisten. 
Zu unterscheiden waren in allen Versuchsreihen die Versuchsgruppen Scaffoldkultur 
nach Stimulationsmuster I (Stim I), Scaffoldkultur nach Stimulationsmuster II (Stim II), 
Scaffoldkultur statisch (Statisch) und Monolayerkultur. Alle Versuche wurden im 
Doppelansatz durchgeführt. 
 
Abb. 8: Schematische Darstellung der Versuchsreihe 1 
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Abb. 9: Schematische Darstellung der Versuchsreihe 2 
 
Abb. 10: Schematische Darstellung der Versuchsreihe 3 
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4.7 Stimulationen 
Als Stimulation wurde die Dehnung der besiedelten Sehnenscaffolds um 2% ihrer 
Länge bei einer Frequenz von 1/s bezeichnet. Es wurde zwischen der Stim I (15 min 
zyklische Dehnung, 15 min Pause, 30 min zyklische Dehnung) und der Stim II (15 
min zyklische Dehnung, 15 min Pause, 30 min zyklische Dehnung, 30 min Pause, 60 
min zyklische Dehnung) unterschieden.  
Vor den Stimulationen wurde die Kammer des Bioreaktors mit frischem Standardkul-
turmedium befüllt. Die Deckelvorrichtung mit eingespanntem, besiedeltem Scaffold 
wurde anschließend in die Kammer verbracht und das jeweilige Stimulationsmuster 
(siehe Abb. 10) im externen Computer eingestellt. Der Bioreaktor wurde während des 
Stimulationsversuches in einem Brutschrank (37 °C, 5 % CO2, 90% rH) platziert, um 
die optimalen Bedingungen für die MSC zu gewährleisten. 
Nach Stimulation der Scaffoldkulturen wurden diese zurück in die Silikon-Schalen 
verbracht und inkubierten dort je nach Ansatz für 4 h, 8 h oder 24 h.  Das Standard-
kulturmedium der Kammer wurde zur Überschichtung der Scaffoldkulturen wieder-
verwendet. Abschließend wurden sie nach Ablauf der jeweiligen Inkubationszeit für 
die weitere Auswertung vorbereitet. 
Die statischen Scaffoldkulturen (Statisch) und die Monolayerkulturen wurden nicht 
stimuliert. Sie wurden lediglich mit neuem Standardkulturmedium überschichtet und 
ebenfalls nach Ablauf der jeweiligen Inkubationszeit der Versuchsreihe zur weiteren 
Auswertung vorbereitet. 
4.8 Auswertung 
Sowohl die statische Scaffoldkultur (Statisch) als auch die stimulierten Scaffoldkultu-
ren (Stim I, Stim II) wurden jeweils, letztere nach Abtrennung der zuvor eingespann-
ten Scaffoldenden, geviertelt. 
Zwei Viertel dienten der Probengewinnung für die PCR und die übrigen zwei Viertel 
der Probengewinnung für die Live/Dead® Färbung und die Paraffineinbettung.  
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Abb. 11: Schema zur Auswertung der Scaffoldkulturen 
  Scaffoldkultur Gesamt (8 cm x 1 cm x 2 mm) 
  P: Paraffineinbettung (1 cm x 0,5 cm x 2 mm) 
  L/D: Live/Dead® Färbung (1 cm x 0,5 cm x 2 mm) 
  PCR: Realtime PCR (2 cm x 1 cm x 2 mm) 
Das Viertel aus der Mitte des Scaffolds wurde für die Paraffineinbettung und die Li-
ve/Dead® Färbung geteilt (blaues Rechteck Abb. 11) und für die Auswertung verwen-
det. Das Viertel am Rand des Scaffolds wurde ebenfalls geteilt. Eine Hälfte diente als 
Reserve für die Paraffineinbettung, die andere Hälfte wurde für die Live/Dead® Fär-
bung verwendet (grünes Rechteck Abb. 11). 
Für die PCR wurde das Randstück zur Auswertung verwendet (graues Rechteck 
Abb. 11). Das Mittelstück (rotes Rechteck Abb. 11) diente als Reserve.  
4.9 Live/Dead®-Färbung  
4.9.1 Material 
Tab. 9: Materialien zur Live/Dead® Färbung 
Laborausstattung Bezeichnung Hersteller 
Brutschrank  BDD 6220 Heraeus, Hanau, Deutschland 
Mikroskop Axiovert 200 Zeiss, Jena, Deutschland 
Pipetten 10 µl, 100 µl, 1000 µl Eppendorf, Hamburg, Deutschland  
 
Verbrauchsmaterialien Bezeichnung Hersteller 




Life Technologies, Carlsbad, USA 
PBS  Dulbecco`s phosphate buff-
ered saline ohne Ca & Mg 
PAA Laboratories, Pasching, Öster-
reich 
Pipettenspitzen   Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
Skalpellklingen  Surgical Blades Gr. 23 B Braun, Tuttlingen, Deutschland 
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4.9.2 Methoden 
Die vorbereiteten Scaffoldstücke wurden nachfolgend mit einer Skalpellklinge scho-
nend so dünn wie möglich geschnitten. Danach wurden sie in eine 12-er Well-Platte 
verbracht und, wie die Monolayerkultur in der Zellkulturschale auch, zweimal für 15 
min in angewärmtem PBS gewaschen. Dabei wurden die Well-Platte und die Zellkul-
turschale in den Brutschrank verbracht (37°C, 5 % CO2, 90 % rH). Als nächstes wur-
den jedes Scaffoldkulturstück und die Zellkulturschale mit Hilfe des „Live/Dead, Via-
bility/Cytotoxicity Kit“ mit je 1 ml PBS, 0,6 µl Ethidiumbromid-1-Homodimer und 0,6 µl 
Calcein angefärbt und hierzu für 45 min im Brutschrank inkubiert. Abschließend wur-
de mit angewärmtem PBS gewaschen und unter dem Fluoreszenzmikroskop ausge-
wertet. Hierbei fluoreszierten lebende Zellen bei einer Wellenlänge von 515 nm grün, 
tote Zellen fluoreszierten bei einer Wellenlänge von 635 nm rot. Mit Hilfe des Fluo-
reszenzmikroskops Axiovert 200 von Zeiss wurden diese Bilder digital aufgenom-
men. Durch übereinanderlegen der beiden getrennt gewonnenen Bilder konnte diese 
Färbung für eine Vitalitätsdarstellung verwendet werden. 
Tab. 10: Score für Live/Dead® Färbung  
Kriterien Bewertung Punkte 
Vitalität der Zellen <10 % 0 
 10-50% 1 
 50-75% 2 
 >75% 3 
 
Die Auswertung der Zellvitalität wurde von der Verfasserin unmittelbar nach der Fär-
bung vorgenommen. Von jedem Scaffold wurden sechs Gesichtsfelder bewertet, je-
weils drei Gesichtsfelder des Mittelstücks (blaues Rechteck Abb. 11 und drei Ge-
sichtsfelder des Randstücks (grünes Rechteck Abb. 11. Dabei wurde ein Score ver-
wendet, der es erlaubte, die Färbung semiquantitativ zu bewerten. 
Bewertet wurden weiterhin die Zellform, die Zellorientierung und die Zellverteilung 
unter Verwendung folgender Scores semiquantitativ ausgewertet: 
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Tab. 11: Score für Live/Dead® Färbung (“L/D Score”)  
Kriterien Bewertung Punkte 
Zellform >50% rund 0 
 >50% polygonal 1 
 50% rund, 50 % spindelförmig  1 
 >50% spindelförmig  2 
Zellorientierung > 50% ungeordnet 0 
 50% ungeordnet, 50 % parallel 1 
 >50% parallel  2 
Zellverteilung Fokal 0 
 Multifokal 1 
 Homogen 2 
 
Die Punkte der unterschiedlichen Kriterien wurden addiert und unter einem Gesamt-
Score (nachfolgend „L/D Score“ genannt) zusammengefasst.  
4.10 Paraffineinbettung 
4.10.1 Material 
Tab. 12: Materialien zur Paraffineinbettung 
Laborausstattung Bezeichnung Hersteller 
Brutschrank  Binder, Tuttlingen, Deutsch-
land 
Einbettautomat Tissue Tek II Haska, Bern, Schweiz 
Einbettautomat Histokinette Apparate Armin Lüdi, Bern, 
Schweiz 
Kühlplatte  PSI, Basel, Schweiz 
Schlittenmikrotom Leica SM 2000R Leica, Wetzlar, Deutschland 
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Verbrauchsmaterialien, Chemi-








 Essigsäurebutylester Carl Roth, Karlsruhe, Deutsch-
land  
 Isopropanol Carl Roth, Karlsruhe, Deutsch-
land  
Einbettkassetten Rotilabo-Einbettkassetten Carl Roth, Karlsruhe, Deutsch-
land  
Eiweiß-Glycerin  Hollborn, Leipzig, Deutschland 
Mikrotomklingen Leica 819 Leica, Nussloch, Deutschland 
Objektträger  Superfrost, geschliffen Carl Roth, Karlsruhe, Deutsch-
land  




Roti-Histofix 4 % Carl Roth, Karlsruhe, Deutsch-
land  




Die Proben wurden in Einbettkassetten für 7 Tage in 4% phosphatgepufferter For-
maldehydlösung bei Raumtemperatur inkubiert, anschließend nach mindestens ein-
stündigem Wässern in den Einbettautomaten verbracht. Hier durchliefen sie folgende 
Alkoholreihe: 
Tab. 13: Einbettautomat „Histokinette“ 
30% Ethanol 1 h 
50% Ethanol 5 h  
70% Ethanol 1 h 
80% Ethanol 1 h 
96% Ethanol 2 h  
Isopropanol I 2 h  
Isopropanol II 1 h  
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Isopropnol III 2 h 
Essigsäurebutylester I 3 h  
Essigsäurebutylester II  1 h  
 
Zuletzt wurden die Proben zur endgültigen Durchtränkung mit Paraffin in reines ge-
schmolzenes Paraffin in einen Brutschrank (56 °C) gelegt. Jeweils nach 2 h wurde 
das Paraffin zweimalig gewechselt. 
Danach erfolgte die Paraffineinbettung der Proben in kleine Metallschalen mit Hilfe 
des Einbettautomaten und der Kühlplatte. Dort verblieben die Proben bis zur voll-
ständigen Aushärtung des Paraffins. Anschließend wurden sie mit Hilfe des Mikro-
toms längs der Faserrichtung in 5 µm dünne Schnitte geschnitten und auf mit Ei-
weißgylcerin bestrichene Objektträger übertragen. Es wurden jeweils Schnitte vom 
Rand und von der Mitte der Probe angefertigt.  
 
Abb. 12: Detaillierte Aufteilung des geviertelten Scaffoldstücks zur Anfertigung der histolo-
gischen Schnitte  
  Scaffoldkultur Gesamt (8 cm x 1 cm x 2 mm) 
  P: Paraffineinbettung (1 cm x 0,5 cm x 2 mm) 
  L/D: Live/Dead Färbung (1 cm x 0,5 cm x 2 mm) 
  PCR: Realtime PCR (2 cm x 1 cm x 2 mm) 
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4.11 Histologie (HE-Färbung) 
4.11.1 Material 
Tab. 14: Materialien für die Histologie 




50%, 70%, 80%, 96% 
Brüggemann, Wittenberg, Deutsch-
land 
Eosin Eosin 1% wässrig Hollborn, Leipzig, Deutschland 
Hämatoxylin Lösung nach Gill II Hollborn, Leipzig, Deutschland 
Roti-Histokit  Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland  
Rotihistol  Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland  
 
4.11.2 Methoden  
Die Hämatoxilin-Eosin (HE)-Färbung diente der Übersicht. Die Zellkerne der MSC 
auf den besiedelten Sehnenscaffolds stellen sich blau dar, das Sehnenscaffold rosa. 
Verwendet wurden 5 µm dünne Paraffinschnitte. 
Es wurde nach folgendem Protokoll gefärbt: 
a. Entparaffinieren: 
2 x 10 min Rotihistol  
b. Rehydrieren: 
5 min 96% Ethanol 
5 min 80% Ethanol 
5 min 70% Ethanol 
5 min 50% Ethanol 
Spülen mit destilliertem Wasser 
c. Färben:  
8 min Hämatoxylinlösung nach Gill II 
Spülen mit Leitungswasser 
10 min Bläuen mit Leitungswasser 
30 s –1 min Eosin 1% 
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Spülen mit destilliertem Wasser 
Mit Fließpapier trocknen 
d. Dehydrieren und Eindecken: 
2–3 min 96% Ethanol 
Mit Fließpapier trocknen 
10 min Rotihistol 
abtropfen lassen, 
eindecken mit Roti-Histokit. 
Die Schnitte wurden unter dem Mikroskop Axiovert 200 (Zeiss, Jena) fotografiert und 
gespeichert, anschließend von zwei unabhängigen Wissenschaftlern bewertet. Von 
jeder Scaffoldkultur wurden sechs Gesichtsfelder bewertet, jeweils drei Gesichtsfel-
der von Schnitten des Randes der Probe und drei Gesichtsfelder von Schnitten der 
Mitte der Probe. Eventuelle Besiedlungsunterschiede je nach Lokalisation der Zellen 
in der Probe wurden so beachtet. Folgender Score (nachfolgend „HE Score“ ge-
nannt) wurde verwendet: 
Tab. 15: Score für HE-Färbung („HE Score“) 
Kriterien Bewertung Punkte 
Zellintegration Keine Integration 0 
 Integration einzelner Zellen 1 
 > 50% integriert 2 
Besiedlungsdichte Keine oder vereinzelte Zellen 0 
 Zellschicht ungleichmäßig dicht 1 
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4.12 Immunhistochemie (Pro-COL 1A1 und Pro-COL 3A1 Färbung) 
4.12.1  Material 
Tab. 16: Materialien für die Immunhistochemie  
Laborausstattung  Bezeichnung Hersteller 
Kühlschrank  Liebherr Premium no-frost Liebherr, Biberach an der Riss, 
Deutschland 






Alkohol 100%, 96% Ethanol, Methanol Carl Roth, Karlsruhe, Deutsch-
land 
Hämatoxylin Lösung nach Gill II Hollborn, Leipzig, Deutschland  
PBS Dulbecco`s phosphate buffered 
saline ohne Ca & Mg 
PAA Laboratories, Pasching, 
Österreich 
Roti-Histokit  Carl Roth, Karlsruhe, Deutsch-
land 
Wasserstoffperoxid H2O2  Carl Roth, Karlsruhe, Deutsch-
land 





AB-Reagenz 1,5 ml PBS Santa Cruz, Heidelberg, 
Deutschland  
 50 µl A Reagenz  
 50 µl B Reagenz   
Peroxidase Substrat  1,6 ml VE Wasser Santa Cruz, Heidelberg, 
Deutschland  
 5 Tropfen Substrat Puffer (10 x)   
 1 Tropfen DAB chromogen (50 x)  
 1 Tropfen Peroxidase Substrat 
(50 x) 
 
Prim. Antikörper Pro-Col 1 Pro-COL1A1, goat polyclonal Santa Cruz, Heidelberg, 
Deutschland  
Prim. Antikörper Pro-Col 3 Pro-COL3A, mouse monoclonal Santa Cruz, Heidelberg, 
Deutschland  
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Sek. Antikörper Pro-Col 1  donkey anti-goat Santa Cruz, Heidelberg, 
Deutschland  
Sek. Antikörper Pro-Col 3 goat anti-mouse  Santa Cruz, Heidelberg, 
Deutschland  
Isotyp Antikörper Pro-Col 1 Normal goat IgG Santa Cruz, Heidelberg, 
Deutschland 




Die Methode wurde nach folgendem Protokoll angewandt: 
a. Entparaffinieren: 
3 x 5 min Xylol 
b. Rehydrieren: 
3 x 5 min 100% Ethanol 
2 x 10 min 96% Ethanol 
c. Färben: 
30 min Mischung aus Methanol (170 ml) und 30% H2O2 (3 ml) 
3 x 5 min Spülen mit PBS 
Über Nacht bei 4 °C Inkubation mit primärem Antikörper (1:50) 
3 x 5 min Spülen mit PBS 
30 min Inkubation mit biotinyliertem sekundärem Antikörper (1:50) 
3 x 5 min Spülen mit PBS 
30 min AB-Reagenz 
3 x 5 min Spülen mit PBS 
6 min Peroxidase Substrat 
5 min Spülen mit destilliertem Wasser 
d. Gegenfärben: 
6 min Hämatoxylin nach Gill II 
Kurzes Spülen mit Leitungswasser 
6 min Bläuen mit Leitungswasser  
Material und Methoden 47 
 
e. Dehydrieren und Eindecken: 
2 x 5 min 96% Ethanol 
10 min Xylol 
Eindecken mit Roti-Histokit 
Die Isotypkontrollen und Negativkontrollen wurden ebenfalls nach oben beschriebe-
nem Protokoll gefärbt. Hierbei wurde der primäre Antikörper entweder gegen den 
entsprechenden Antikörper desselben Isotyps oder gegen PBS ausgetauscht. 
Pro-COL 3A1-Färbungen wurden von allen Scaffoldkulturen (Statisch, Stim I, Stim II) 
und Monolayerkulturen nach 4 h, 8 h und 24 h angefertigt. Eine Pro-COL 1A1-
Färbung wurde nur für die Scaffoldkulturen und Monolayerkulturen nach 8 h angefer-
tigt, da hier basierend auf den Ergebnissen RT-PCR keine erhöhte Expression zu 
erwarten war. Gefärbt wurden jeweils ein Rand- und ein Mittelstück der Scaffoldkultu-
ren. Sie wurden anschließend unter dem Mikroskop Olympus IX51 fotografiert, ge-
speichert und von zwei unabhängigen Wissenschaftlern bewertet. Die Proben wur-
den qualitativ hinsichtlich positiver Färbung bewertet.  
Folgender Score wurde verwendet:  
Tab. 17: Score für die Auswertung von Pro-COL 1A1- und Pro-COL 3A1-Färbung 
Kriterien Bewertung Punkte 
Färbung Negativ 0 
 Schwach positiv 1 
 Positiv 2 
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4.13 RT-PCR 
4.13.1  Material 
Tab. 18: Materialien Real Time PCR 
Laborausstattung Bezeichnung Hersteller 
Gefrierschrank -86C ULT Freezer Thermo scientific, Dreieich, Deutschland 
Kryotom Leica CM 3050S Leica, Wetzlar, Deutschland 
PCR Gerät ABI 7500 Applied Biosystems®, Foster City, USA  
Sterile Werkbank Herasafe  Heraeus, Hanau, Deutschland 
Thermocycler   
Vortexer   
Zentrifuge  Labofuge 400R Heraeus, Hanau, Deutschland 
Zentrifuge  Fresco Biofuge  Heraeus, Hanau, Deutschland 







70-80 % Ethanol 
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Homogenisationspuffer 
I 
55 mM Glukose 
25 mM EDTA 
20 mM HEPES 
5 mM KCl 
137 mM NaCl 




10 mM EDTA 
10 mM HEPES 1 % SDS 
 
Lyophilisat  Gibco, Darmstadt, Deutschland 
Nuklease freies Wasser  Qiagen, Limburg, Niederlande 
Phenol  Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
SDS-Lösung  Sodiumdodecylsulfat 
10% 
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Stocklösung Proteinase K  Gibco, Darmstadt, Deutschland 
Stocklösung Primer Stock Solution Invitrogen,  
Trichlormethan/ 
Chloroform 
 Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
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Verbrauchsmaterialien Bezeichnung Hersteller 
Einbettmedium Tissue Tek Leica, Nussloch, Deutschland 
Reaktionsgefäße  Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
Filterspitzen  Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland  
Klebefolie  Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
PCR Plates  Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
Pinzette  WDT, Garbsen, Deutschland 
Pipetten 10 µl, 100 µl, 1000 µl Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
Reaktionsgefäße 0,5 ml, 2 ml  Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland  
Skalpellklingen  Surgical Blades Gr. 23 B Braun, Tuttlingen, Deutschland 
Sterile Filtertips  Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
Zellkulturschale  TPP, Trasadingen, Schweiz 
Zentrifugenröhrchen Falkon 50 ml BD Biosiences, Bedford, USA 
 
Tab. 19: Verwendete Kits 
Kits Hersteller 
DNase I, RNAase-free Thermo Scientific, Dreieich, Deutschland 
RevertAid H Minus First Strand cDNA 
Synthesis Kit 
Thermo Fisher Scientific, Dreieich, Deutschland 
RNeasy® Mini-Kit Qiagen, Hamburg, Deutschland 
 
Tab. 20: Herstellung des primerspezifischen Mastermixes 
Primerspezifischer Mastermix Hersteller Volumen 
SYBR®-Green Mastermix Bio Rad, Hercules, USA 10 µl  
ROX Reference Dye mit Bio-Rad, Hercules, USA 0,4 µl  
Primer Working Solution  1 µl 
Nuclease freies Wasser Qiagen, Limburg, Niederlande 7,6 µl 
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4.13.2 Methoden 
Es wurden Genexpressionsanalysen aller Proben der Versuchsreihen mittels RT-
PCR durchgeführt. 
4.13.2.1 RNA-Isolierung aus Scaffoldkulturen 
a. Zellaufschluss 
Die entsprechenden Abschnitte der jeweiligen Proben wurden bei -80 °C gela-
gert. Zur weiteren Verarbeitung wurden sie in das Kryotom verbracht und 12 µm 
dünne Schnitte angefertigt. Jeweils 1 g der Gewebeschnitte wurde für die RNA-
Isolierung verwendet. 
b. Homogenisation und Zelllyse 
Vor dem Hintergrund der Zelllyse wurden die Gewebeschnitte zunächst in Ho-
mogenisationspuffer I, dann in 1 ml Homogenisationspuffer II suspendiert und 
unter Zugabe von SDS (10%) und Proteinkinase K im Wasserbad bei einer Tem-
peratur von 55 °C für 30 bis 40 min inkubiert. Zur Homogenisierung der lysierten 
Proben wurden diese mehrfach durch eine 26G-Kanüle pipettiert. 
c. RNA-Aufreinigung 
Die aus der homogenen Lösung gewonnene RNA der Proben wurde zunächst 
mittels Phenol / Chloroform Extraktion und Isopropanol Präzipitation aufgereinigt. 
Für die jeweiligen Proben wurde folgendermaßen fortgefahren: Unter Zugabe ei-
nes Volumens Phenol und Chloroform (Verhältnis 1:2) wurde jedes Zentrifugen-
röhrchen kräftig geschüttelt und anschließend zentrifugiert (16,060xg Raumtem-
peratur, 10 min). Nach Zentrifugation entstanden drei Phasen, von denen die 
oberste sowohl die gewünschte RNA, aber auch einen Rest DNA beinhaltet. Die-
se Phase wurde abgenommen und unter Zugabe eines weiteren Volumens Chlo-
roform kräftig geschüttelt. Letzteres wurde zumeist drei- bis viermal wiederholt 
mit dem Ziel eine möglichst reine RNA Lösung zu erhalten und viel DNA zu ver-
dauen. 1 ml dieser erhaltenen Lösung wurde nachfolgend in ein 2 ml Probenge-
fäß umgefüllt und unter Zugabe von 0,73 ml Isopropanylalkohol inkubiert 
(16,060xg, 4 °C, 10 min). Anschließend wurde der Überstand verworfen, das Pel-
let wurde mit 75% Ethanol gewaschen und zentrifugiert (16,060xg, 4 °C, 10 min). 
Abschließend wurde der Überstand erneut verworfen und die Proben für 10 bis 
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30 min luftgetrocknet, um das Verdampfen des Alkohols zu gewährleisten. Das 
Pellet wurde im letzten Schritt in 50-100 µl Nuklease-freiem Wasser resuspen-
diert und konnte entsprechend für eine RNA- und DNA-Quantifizierung im Nano-
Drop verwendet werden. 
Um DNA-Reste in den Proben zu entfernen wurden diese nachfolgend mit Hilfe des 
DNase I, RNase –free Kits (Thermo scientific, Dreieich, Deutschland) behandelt. Die 
Lösung wurde je Probengefäß mit Reaktionspuffer und DNase I resuspendiert, dann 
mit RNase-freiem Wasser aufgefüllt. Dieses Gemisch wurde für 60 min bei 37 °C im 
Thermomixer inkubiert. Abschließend wurde EDTA hinzugefügt und nochmals für 10 
min bei 65°C inkubiert. 
Nach DNA-Verdau wurde die RNA der Scaffoldkulturen mittels RNeasy Mini Kit an-
hand des Herstellerprotokolls weiter aufgereinigt (Protokoll Version 09/2010). Hierfür 
wurde die Lösung mit RLT-Puffer gemischt. Anschließend folgte eine Zugabe von 96-
100 % Ethanol. Diese Lösung wurde auf die RNeasyMiniElute-Säule pipettiert, zentri-
fugiert (8000xg, Raumtemperatur, 15 sec) und dessen Durchfluß verworfen. Danach 
wurde zweimal mit RPE-Puffer gewaschen. Abschließend wurde die Säule auf ein 
Tube gesetzt und für 1 min bei 8000xg zentrifugiert, bevor die Säule erneut auf ein 
weiteres Tube gesetzt wurde und unter Zugabe von RNase-freiem Wasser zentrifu-
giert (8000xg, Raumtemperatur, 1 min) wurde. Die eluierte RNA wurde bei -80 °C 
gelagert, um im Anschluss zur cDNA-Synthese verwendet werden zu können. 
RNA-Isolierung aus Zellen der Monolayerkultur 
Die Zellen der Monolayerkultur wurden mit RLT-Puffer und β-ME lysiert, anschlie-
ßend bei -80 °C mindestens über Nacht gelagert. Nach Auftauen wurde das Gemisch 
mit Hilfe einer 26G-Kanüle homogenisiert und wie oben beschrieben im RNeasy Mini 
Kit weiterverarbeitet. Im Unterschied zu den besiedelten Scaffolds fand hier der 
DNA-Verdau erst nach der abgeschlossenen RNA-Isolierung statt. 
4.13.2.2 cDNA-Synthese durch reverse Transkription 
Die isolierte RNA aus den Scaffoldkulturen und aus den Monolayerkulturen wurde für 
die cDNA-Synthese verwendet. Verwendet wurde das Revert Aid H Minus First 
Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific, Dreieich, Deutschland) mit vom 
Hersteller vorgegebenen oligo-dT18 Primern. 
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Zunächst wurde die isolierte RNA der jeweiligen Proben mit den oligo-dT Primern 
gemischt und mit Nuklease-freiem Wasser für 5 min bei 65 °C im Thermocycler inku-
biert. Anschließend wurden die Proben sofort auf Eis überführt und folgender Mas-






4.13.2.3 Real Time PCR 
Die relative Quantifizierung der cDNA wurde mit Hilfe des 7500 Real Time PCR Ge-
räts ermittelt und SYBR®-Green wurde als Doppelstrang DNA-spezifischer Farbstoff 
genutzt. Je Probe wurden Doppelansätze sowohl für die Target-Gene, als auch für 
die Housekeeping-Gene verwendet. Die Gene wurden entsprechend in 40 Zyklen à 
95 °C für 30 sec und 60 °C für 30 sec amplifiziert. Untersucht wurden die Zielgene, 
Kollagen I (COL1A2), Kollagen III (COL3A1), Decorin, Tenascin C und Skleraxis als 
Marker für tenogene Differenzierung und Sehnenmatrixproduktion sowie Kollagen II 
(COL2A1) und Osteopontin als Marker für potentielle Chondro- bzw. Osteogenese. 
Als Referenzgene (Housekeeping-Gene) wurden GAPDH und ACTB verwendet.  Die 
Gene wurden mit Hilfe folgender Primer amplifiziert, die zuvor von der Arbeitsgruppe 
getestet und hinsichtlich ihrer Effizienz überprüft worden waren: 
  
Mastermix 
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Tab. 21: Für RT-PCR verwendete Primersequenzen 
Equine 
gene 





ACTB ATCCACGAAACTACCTTCAAC CGCAATGATCTTGATCTTCATC NM_001081838.1 174 
GAPDH TGGAGAAAGCTGCCAAATACG GGCCTTTCTCCTTCTCTTGC NM_001163856.1 309 
Collagen 
1A2 
CAACCGGAGATAGAGGACCA CAGGTCCTTGGAAACCTTGA XM_001492939.1 243 
Collagen 
3A1 
AGGGGACCTGGTTACTGCTT TCTCTGGGTTGGGACAGTCT XM_001917620.2 216 
Decorin ACCCACTGAAGAGCTCAGGA GCCATTGTCAACAGCAGAGA NM_001081925.2 239 
Tenascin-C TCACATCCAGGTGCTTATTCC CTAGAGTGTCTCACTATCAGG XM_001916622.2 163 
Sleraxis TACCTGGGTTTTCTTCTGGTCACT TATCAAAGACACAAGATGCCAGC NM_001105150.1 51 
Collagen 
2A1 
ATTGTAGGACCCAAAGGACC CAGCAAAGTTTCCACCAAGG NM_001081764.1 199 
Osteopontin TGAAGACCAGTATCCTGATGC GCTGACTTGTTTCCTGACTG XM_001496152.2 158 
 
Die ermittelten Schwellenwerte (Ct: cycle threshold) wurden für die Analyse der Ge-
nexpression verwendet. Zunächst wurde das Expressionslevel der Zielgene auf die 

















Eref ACTB: Effizienz des Referenzgens ACTB  
Eref GAPDH: Effizienz des Referenzgens GAPDH  
Etarget: Effizienz des jeweiligen Zielgens 
Anhand dieser Formel wurde demnach die relative Genexpression in einer Probe 
gemessen. Um das Verhältnis der Veränderung der relativen Genexpression in den 
verschiedenen Scaffoldkulturen (Stim) zur Monolayerkultur zu ermitteln wurde fol-
gende Formel verwendet und als Fold Change (FC) angegeben:  
FCAnstieg = (ratioStim / ratioMonolayer)-1  
FCAbfall = 1/(ratioStim / ratioMonolayer)-1 
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4.14 Statistische Auswertung  
Die statistische Auswertung der Ergebnisse wurde mit der Statistiksoftware SPSS 22 
(IBM Deutschland GmbH, Ehningen, Deutschland) durchgeführt. Die graphischen 
Darstellungen zeigen den Median und die 95% Konfidenzintervalle der unterschiedli-
chen Bewertungsergebnisse der Live/Dead®-Färbungen und der HE-Färbung. Die 
PCR-Ergebnisse wurden als Fold Changes ebenfalls anhand von Medianen und 95% 
Konfidenzintervallen graphisch dargestellt. Zusätzlich wurden Unterschiede zwischen 
den Gruppen auf Grund der gepaarten Proben mit dem Friedman-Test und dem Wil-






Abb. 13: LIVE/DEAD® Färbung der besiedelten Scaffolds 24 h nach mechanischer Stimula-
tion und eines Monolayers  
  (lebende Zellen in grün, tote Zellen in rot). 
Die Vitalität der Zellen wurde anhand des angewandten Scores mit einer Höchst-
punktzahl von 3 bewertet. Dies bedeutete einen Anteil von > 75% lebenden Zellen 
und wurde von der Monolayerkultur erreicht. Der Anteil lebender Zellen in Scaffold-
kulturen nahm im Vergleich zur Monolayerkultur unabhängig der Inkubationszeit (4 h, 
8 h und 24 h) signifikant ab (p<0,05) und lag meist bei 50-75%. Eine mechanische 
Stimulation der Zellen schien die Vitalität der Zellen nachteilig zu beeinflussen. Dies 
war bei den Stim II Gruppen nach 8 h und den Stim I Gruppen nach 24 h im Ver-
gleich zu den statischen Scaffoldkulturen signifikant (p<0,05) (Abb. 14, Zellvitalität). 
Zellen der Scaffoldkulturen wiesen im Vergleich zu den Zellen der Monolayerkulturen 
ein spindelförmigeres Aussehen auf. Die Zellen der Scaffoldkulturen neigten außer-
dem zu einer parallelen Anordnung. Signifikant im Gesamtscore war dieses bei den 
statischen und bei den Stim II Gruppen nach 4 h und 8 h (p<0,05), obwohl die Zell-
verteilung der Scaffoldkulturen und Monolayerkulturen keine Unterschiede aufwie-
sen. Die Parallelität der Zellen der Scaffoldkulturen schien sich allerdings durch me-
chanische Stimulation zu verändern und zunehmend ungeordneter zu werden. Die 
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Auswertung der statischen und Stim II Gruppen nach 8 h belegte dieses signifikant 
(p<0,05). Trotz Veränderung der Zellorientierung waren die Zellen der Scaffoldkultu-
ren jedoch weiterhin deutlich paralleler angeordnet als die der Monolayerkulturen 








Abb. 14: Scorepunkte für Zellvitalität (obere Reihe links), Zellmorphologie (LD Score, obere 
Reihe rechts) nach LIVE/DEAD® Färbung. 
  Die horizontalen Linien repräsentieren die Monolayer Kontrollen. 
 Scorepunkte für Zellintegration (HE Score, untere Reihe links) nach HE Färbung; 
die Säulen repräsentieren die Mediane und die Fehlerbalken ein Konfidenzintervall 
von 95%, ⋆ markieren die signifikanten Unterschiede zur Monolayerkontrolle (𝑝 < 
0.05); # markieren signifikante Unterschiede zwischen den angegebenen Gruppen 
(𝑝 < 0.05) 
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5.2 Histologie (HE-Färbung) 
Die HE-Färbung verdeutlichte, dass sich der Hauptteil der MSC in einer Zellschicht 
an der Oberfläche des Sehnenscaffolds anlagerte und einige wenige Zellen sich 
nach Kurzzeitstimulation in das Sehnenscaffold integrierten. Dies war besonders bei 
den Stim I Gruppen nach 4 h und 8 h deutlich, wohingegen bei den anderen Gruppen 
keine signifikanten Unterschiede nachzuweisen waren (Abb. 13, HE Score).  
Die Dichte der Zellen auf den Scaffoldkulturen schien nach der 8 h Inkubation abzu-
fallen, stieg jedoch nach längerer Inkubation wieder an (24 h). Auch hier waren je-
doch keinerlei signifikante Unterschiede nachzuweisen (Abb. 13, HE Score).  
 
Abb. 15: HE-Färbung der Paraffinschnitte, 24 h nach mechanischer Stimulation.  
5.3 Expression der Zielgene 
5.3.1 Kollagen I  
Unabhängig der Stimulationsmuster und Inkubationszeiten war ein Abfall der Genex-
pression von Kollagen I in den Scaffoldkulturen im Vergleich zu den Monolayerkultu-
ren festzustellen. Ein p-Wert von <0,05 war bei den statischen und bei den Stim I 
Gruppen nach 4 h zu beobachten. Bei weiterer Inkubation, im Besonderen bei der 
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Stim I Gruppe nach 24 h, konnte graphisch dargestellt werden, dass die Genexpres-
sion weiter absank, wenn auch statistisch nicht signifikant (Abb. 18). 
Auf Grund der RT-PCR Ergebnisse wurde nicht mit einer vermehrt positiven immun-
histochemischen Färbung von Pro-COL1A1 in den Scaffoldkulturen gerechnet. 
Exemplarisch wurden jedoch Scaffoldkulturen mit einer Inkubationszeit von 8 h ge-
färbt. Bis auf eine schwach positive Färbung einer Scaffoldkultur nach Stim I waren 
hierbei alle Proben negativ. Die gefärbten Monolayerkulturen zeigten jedoch eben-
falls wenig deutliche Ergebnisse und konnten lediglich eine schwache Expression 
nachweisen (Abb. 16). 
 
Abb. 16: Pro-COL1A1 Immunhistochemische Färbung der Paraffinschnitte, 8 h nach me-
chanischer Stimulation  
  (positive Färbung in dunkelbraun).  
5.3.2 Kollagen III  
Unabhängig aller Stimulationsmuster und Inkubationszeiten zeigte die Kollagen III 
Genexpression, im Gegenteil zu der Kollagen I Genexpression einen deutlichen An-
stieg in den Scaffoldkulturen. Dieser Anstieg war vor allem bei den Stim I und II 
Gruppen und einer Inkubationszeit von 4 h im Vergleich zu den Monolayerkulturen 
signifikant (p<0,05). Die Ergebnisse variierten stark, was zu deutlichen Ausreißerwer-
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ten führte und die Resultate für die Inkubationszeit nach 8 h und nach 24 h deutlich 
beeinflusste (Abb.18).  
Immunhistochemische Färbungen von Pro-COL3A1 wurden von allen Inkubations-
zeiten angefertigt und waren meist negativ bis schwach positiv. 3 von 6 Proben der 
Stim I Gruppen nach 4 h waren positiv. Weitere 3 von 6 Proben der statischen Grup-
pen nach 24 h waren positiv. In allen anderen Gruppen und Inkubationszeiten zeig-
ten nur jeweils 1 oder 2 von 6 Proben eine positive Färbung. Die Monolayerkulturen 
zeigten wenig deutliche Ergebnisse, hier konnte nur ein schwacher Nachweis er-
bracht werden (Abb. 17). 
 
Abb. 17: Pro-COL3A1 Immunhistochemische Färbung der Paraffinschnitte, 24 h nach me-
chanischer Stimulation  
  (positive Färbung in dunkelbraun).  
5.3.3 Decorin 
Auch Decorin zeigte unabhängig von allen Stimulationsmustern und Inkubationszei-
ten einen Anstieg der Genexpression in Scaffoldkultur im Vergleich zur Monolayer-
kultur. Der p-Wert lag bei <0,05 für alle Scaffoldkulturen (Statisch, Stim I, Stim II) 
nach 4 h und 24 h. Der Anstieg war nach einer Inkubationszeit von 8 h ebenfalls 
deutlich, wenn auch erhebliche Variationen festzustellen waren (Abb. 18). 
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5.3.4 Tenascin-C 
Die Tenascin-C Genexpression zeigte statistisch keine signifikanten Unterschiede 
zwischen den verschiedenen Gruppen. Abb. 18 weist darauf hin, dass die Expressi-
on jedoch die Tendenz zeigte anzusteigen. Waren bei einer Inkubationszeit von 4 h 
die Expressionen aller Scaffoldkulturen (Statisch, Stim I, Stim II) unterhalb der Mo-
nolayerkulturwerte, so stiegen diese nach Stimulation der Scaffoldkulturen ab einer 
Inkubationszeit von 8 h auf höhere Werte an (Abb. 18).  
5.3.5 Skleraxis  
Bei einer Inkubationszeit von 4 h zeigte Skleraxis eine ähnliche Genexpression in 
allen Scaffoldkulturen, unabhängig, ob stimuliert oder nicht, im Vergleich zu der Mo-
nolayerkultur. Nach einem deutlichen Abfall der Expression nach einer Inkubations-
zeit von 8 h zeigte sich nachfolgend ein deutlicher Anstieg in allen Scaffoldkulturen 
(Statisch, Stim I, Stim II). Dieser war für die Stim I Gruppe nach 24 h im Vergleich zur 
Monolayerkultur signifikant (p<0,05) (Abb. 18). 
5.3.6 Kollagen II  
Kollagen II war weder in den Monolayerkulturen noch in den Scaffoldkulturen nach-
weisbar.  
5.3.7 Osteopontin  
Osteopontin war nicht nur nachweisbar, sondern wurde auch über die Zeit hochregu-
liert. Sowohl in der statischen, als auch in der Stim II Gruppe war die Expression 
nach nur 4 h signifikant hochreguliert (p<0,05). Nach 8 h Inkubation unterschieden 
sich hingegen die statischen und die Stim I Gruppen signifikant von der Monolayer-
kultur (p<0,05). Nach 24 h galt dies für alle Scaffoldkulturen (Statisch, Stim I, Stim II) 
(p<0,05) (Abb. 18).  
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Abb. 18: Expression der Zielgene, dargestellt als “Fold Change” (FC) der Monolayerkontrollen. 
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Abb. 18  Diese sind als horizontale Linie dargestellt. Die Säulen repräsentieren die Mediane 
und die Fehlerbalken ein Konfidenzintervall von 95 %; ⋆ markieren die signifikan-
ten Unterschiede zur Monolayerkontrolle (𝑝 < 0.05); # markieren signifikante Un-




6.1 Diskussion der Methodik 
6.1.1 Verwendete Scaffolds und MSC 
Als natürliche Sehnenmatrix wurden in dieser Arbeit Sehnenscaffolds aus equinem 
Sehnengewebe verwendet. Das Sehnengewebe von Pferden gilt zur Erforschung 
von Pathologien und Behandlungsstrategien im Bereich der muskuloskeletalen Ge-
webe sowohl in der Veterinärmedizin als auch in der Humanmedizin als besonders 
geeignet. Grund dafür ist unter anderem, dass Pferde genau wie der Mensch auch 
an natürlich vorkommenden Sehnenläsionen erkranken. Dies ist bei Schweinen oder 
Schafen dagegen nicht der Fall, weshalb sie nur mit Hilfe von induzierten Sehnenlä-
sionen als Modell verwendet werden können. Die Pathophysiologie des Pferdes 
gleicht also diesbezüglich deutlich der des Menschen und wird sich daher als For-
schungsgrundlage sowohl in der Veterinärmedizin als auch der Humanmedizin 
zunutze gemacht (PATTERSON-KANE et al. 2012; BURK et al. 2013; SMITH et al. 
2014). 
Die Sehnenscaffolds wurden mit MSC aus Fettgewebe besiedelt. Ausschlaggebend 
für die Wahl der MSC waren ihre hohe Proliferation und die verhältnismäßig einfache 
Entnahmetechnik. Mit MSC aus Fettgewebe konnte innerhalb kurzer Zeit die für die 
Besiedelung notwendige Zellzahl kultiviert werden. Zusätzlich exprimieren MSC aus 
Fettgewebe im Vergleich zu MSC aus anderen Quellen eine Vielzahl an Sehnen-
matrixkomponenten. Diese Merkmale der MSC aus Fettgewebe gelten als wichtige 
Vorteile für eine effiziente Sehnenregeneration (STEWART UND STEWART 2011; 
BOURIN et al. 2013; BURK et al. 2014)  
Die Zellisolation, -expansion und Kryokonservierung der MSC wurden nach bekann-
ten Standardzellkulturmethoden durchgeführt (BURK et al. 2013).  
6.1.2 Mechanische Stimulationsmuster  
Die für diese Arbeit verwendeten mechanischen Stimulationsmuster wurden anhand 
von Voruntersuchungen und aktuellen Studien festgelegt. Es wurde eine Kurzzeitsti-
mulation mit verschiedenen Stimulationsmustern gewählt, um über die frühe Genex-
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pression und Matrixproduktion Kenntnisse zu erlangen. Andere Dehnungsbioreaktor-
versuche lieferten bis heute schon unterschiedlichste Ergebnisse nach Langzeitsti-
mulationen (ALTMANN et al. 2002; BUTLER et al. 2008; RAABE et al. 2013; Y-
OUNGSTROM et al. 2015), aber nur wenige beschäftigten sich mit Kurzzeitstimulati-
onen und ihren Auswirkungen auf die Sehnenmarkerexpression und -
matrixpoduktion (DIEDERICHS et al. 2010). Die Voruntersuchungen zu dieser Arbeit 
zeigten einen deutlichen Abfall der Zellvitalität nach Dehnungen der Sehnenscaffolds 
für 60 min oder länger ohne Anpassungsperioden. Bei Dehnungen mit Anpassungs-
perioden und langsamer Steigung der Stimulationen zeigte sich dagegen ein gerin-
gerer Zelltod, wenn auch weiterhin ein deutlicher Abfall der Zellvitalität im Vergleich 
zu den statischen Gruppen zu beobachten war. Auf Grund dieser Erkenntnis wurde 
sich für die in Abb. 8-10 dargestellten Stimulationsmuster entschieden (Statisch: kei-
ne Stimulation; Stim I: 15 min Stimulation, 15 min Pause, 15 min Stimulation; Stim II: 
15 min Stimulation, 15 min Pause, 30 min Stimulation, 30 min Pause, 60 min Stimu-
lation).  
Unter Berücksichtigung von in vivo vorherrschenden Bedingungen wurde die Fre-
quenz von 1 Hz gewählt. Diese Frequenz entspricht ungefähr der Frequenz der na-
türlichen Bewegung eines Pferdes und wurde in einer Vielzahl von Studien gewählt 
(CHEN et al. 2008; KUO und TUAN 2008; DIEDERICHS et al. 2010). Dehnungen 
von Scaffolds und Gelen zwischen 1% und 10% wurden bisher mehrfach beschrie-
ben (CHEN et al. 2008; DIEDERICHS et al. 2010; DELAINE-SMITH et al. 2012). 
Wenn in einer Studie unterschiedlich starke Dehnungen ausgeführt wurden, führte 
die stärkere Dehnung regelmäßig zu den höheren Sehnenmarkerexpressionen. So 
untersuchten KREJA et al. (2012) Dehnungen von 2% und 5%. CHEN et al. (2008) 
untersuchten die Unterschiede zwischen Dehnungen von 3% und 10% wobei festge-
stellt wurde, dass eine stärkere Dehnung die Expression von Kollagen I und III und 
Tenascin-C erhöhte. Demnach ist anzunehmen, dass stärkere Dehnungen für die 
Sehnenregeneration förderlich sind. 
Das Sehnenscaffold wurde bei den Untersuchungen dieser Arbeit zwischen den 
Klemmbacken der Dehnungsapparatur eingespannt. Es musste ein Wert gefunden 
werden, der die optimale Dehnung des Sehnenscaffolds für eine erfolgreiche Seh-
nenregeneration gewährleistet ohne dabei durch Überdehnung die elastische Ver-
formbarkeit des Sehnenscaffolds zu verlieren. Es ist bekannt, dass das Pferd im 
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Schritt seine oberflächliche Beugesehne um etwa 2% ihrer Länge dehnt (DOWLING 
et al. 2005). Aus diesen Gründen wurde sich in dieser Arbeit für eine Dehnung von 
2% des Sehnenscaffolds entschieden. 
6.1.3 In-vitro-Modell 
Der wesentliche Vorteil des Bioreaktors lag darin, dass erstmalig die Dehnung natür-
licher Sehnenscaffolds als zellbesiedeltes 3D Kollagen-Konstrukt ermöglicht wurde. 
Dieses konnte bisher nur an Gelen oder anderen Konstrukten, die mit natürlichen 
Materialien versetzte Oberflächen besaßen, nicht aber aus ihnen bestanden, nach-
gewiesen werden (CHEN et al. 2008; DIEDERICHS et al. 2010). Zeitgleich zu dieser 
Arbeit gelang es auch YOUNGSTROM et al. (2015) equine dezellularisierte Sehnen-
scaffolds mit MSC aus Knochenmark zu besiedeln und mittels eines Bioreaktors um 
0%, 3% und 5% zu dehnen. Diese wurden, anders als in der vorliegenden Arbeit, 
jedoch täglichen Langzeitstimulationen von einer Stunde für 11 Tage ausgesetzt. 
In dieser Arbeit konnte durch den Bioreaktor gewährleistet werden, dass die Seh-
nenscaffolds den in Abb. 8-10 dargestellten Stimulationsmustern ausgesetzt wurden. 
Hierbei arbeitete die zugehörige Software je nach Einstellung nach dem jeweiligen 
Stimulationsmustern. Außerdem konnte mit Hilfe des Brutschrankes ein optimales 
Milieu sowohl für die MSC, als auch für die Sehnenscaffolds geschaffen werden. Das 
Medium nährte die MSC während der Versuche und hielt die Sehnenscaffolds ge-
schmeidig und frei von Austrocknungen. Schließlich wurde durch das Flaschensys-
tem gewährleistet, dass eine ausreichende Kühlung des Systems erfolgte und der 
Motor nicht überhitzte. 
Die gleichmäßige Besiedlung war eine Herausforderung, da die Scaffoldoberfläche 
variierte. Die MSC lagerten sich als Folge vorzugsweise in der Tiefe der Sehnenfa-
sern ab und konfluierten dort. Durch genaues Pipettieren und leichtes Verstreichen 
der Zellsuspension wurde dennoch eine weitgehend gleichmäßige Besiedlung si-
chergestellt. Um die optimale Versorgung der MSC während der Stimulationsmuster 
zu ermöglichen wurde ein hohes Mediumvolumen benötigt. Ein denkbarer Ansatz-
punkt für weitere Studien wäre demnach die Entwicklung eines kompakteren Biore-
aktors, um den Verbrauch an Medium möglichst gering zu halten. 
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6.2 Diskussion der Ergebnisse 
Allein das Vorhandensein des Sehnenscaffolds induzierte Veränderungen sowohl in 
der Zellanordnung als auch in der Genexpression der Sehnenmarker. MSC auf dem 
Sehnenscaffold wiesen eine spindelförmige Morphologie und eine meist parallele 
Anordnung auf. Diese scaffoldinduzierte Zellausrichtung ist für die Wiederherstellung 
des ursprünglichen Gewebes und dessen strukturelle Organisation essentiell und im 
Narbengewebe in der Regel nicht vorhanden (WANG et al. 2006). Sowohl das spin-
delförmige Aussehen als auch die parallele, vorzugsweise auch integrierte Anord-
nung der Zellen gelten als Zeichen der tenogenen Differenzierung von Geweben 
(GONÇALVES et al. 2013) und können hier einen möglichen Hinweis für eine solche 
Differenzierung darstellen. Zusätzlich gab es eine Tendenz, dass die Zufuhr von me-
chanischer Kurzzeitstimulation nach angewendeten Stimulationsmustern (d.h. einer 
Dehnung von 2% bei einer Frequenz von 1 Hz) die scaffoldinduzierten Effekte für 
fast alle untersuchten Gene erhöhte, vor allem bei Stim I Gruppen. Dies führte zu 
zeitabhängigen Veränderungen vor allem der Expressionslevel der Gene Skleraxis, 
Decorin und Tenascin C. Diese waren innerhalb der ersten 24 h nach der Stimulation 
nachweisbar. 
Decorin zeigte in allen Gruppen einen deutlichen Anstieg der Genexpression bereits 
nach 4 h und auch nach 24 h. Dieser Anstieg trat scaffoldinduziert auf, ohne dass 
dabei eine vermehrte Expression nach mechanischer Stimulation zu beobachten 
war. Diese Entwicklung bestätigt eine Studie von LOVATI et al. (2012), in der bezüg-
lich des Anstiegs der Genexpression bei Decorin eine ähnliche Tendenz nachgewie-
sen wurde. Dabei wurden equine MSC mit Sehnenfragmenten kokultiviert und ein 
deutlicher Anstieg von Decorin im Vergleich zur Kontrolle ohne Sehnenfragment be-
schrieben. Im Gegensatz zu den Ergebnissen dieser Arbeit konnte in weiteren Stu-
dien, in denen andere Scaffoldmaterialen wie z.B. Poly-l-laktid oder Kollagen Gelen 
mit oder ohne Stimulation verwendet wurden, keine Veränderung in der Genexpres-
sion von Decorin nachgewiesen werden (KUO und TUAN 2008; KREJA et al. 2012). 
Decorin ist ein Teil des Bindegewebes und bindet an Kollagen I Fibrillen. So ist es 
ein aktiver Partner in der Kollagenfibrillogenese (YOON und HALPER 2005). In den 
Ergebnissen dieser Arbeit könnte die vermehrte Expression ein Hinweis auf die Pro-
duktion von neuer extrazellulärer Sehnenmatrix sein. 
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Tenascin-C wird selten in adulten Geweben, dafür aber in embryonalen und sich 
entwickelnden Geweben oder in solchen, die ein rasches Wachstum durchleben, 
nachgewiesen. Es beeinflusst die Zelladhäsion und -migration und wird wie der 
Transkriptionsfaktor Skleraxis als Sehnenmarker postuliert (GONÇALVES et al. 
2013; BURK et al. 2014). Beide Sehnenmarker zeigten in dieser Arbeit zeitabhängige 
Veränderungen. Sie wurden initial herab reguliert; Tenascin-C nach 4 h und 
Sklaraxis nach 8 h. Im weiteren Verlauf zeigten beide Gene jedoch eine vermehrte 
Expression nach 24 h. Bereits in einer Vielzahl von Studien wurde eine vermehrte 
Expression beider Sehnenmarker nach mechanischer Stimulation nachgewiesen 
(ALTMANN et al. 2002; FARNG et al. 2008; YOUNGSTROM et al. 2015). Die Ergeb-
nisse dieser Arbeit bestätigten die vermehrte Expression auch schon nach Kurzzeit-
stimulation innerhalb von 24 h. Demnach wird die Schlussfolgerung, dass beide Ge-
ne in Verbindung mit einer tenogenen Differenzierung und der extrazellulären Seh-
nenmatrixproduktion unter mechanischer Stimulation stehen, durch die in dieser Ar-
beit erlangten Ergebnisse bekräftigt. Um diese Schlussfolgerung weiter zu bestätigen 
sollte die nachgewiesene Expression im weiteren Verlauf dokumentiert werden. Da-
für sind weitere, längerfristige Versuche mit wiederholten mechanischen Kurzzeitsti-
mulationen notwendig. 
In den Untersuchungen konnte weiter gezeigt werden, dass die Genexpression der 
Kollagene zu allen Zeitpunkten relativ konstant war. Wie vorstehend erläutert, spielt 
Kollagen I eine besonders wichtige Rolle in der Sehnenregeneration. Es ist das am 
häufigsten in den Tenozyten gebildete Protein und Hauptbestandteil der faserigen 
Grundsubstanz einer Sehne. Es ist nachgewiesen, dass Kollagen I auf Bewegung 
reagiert (MENDIAS et al. 2012). Kollagen III dagegen trägt nur zu <1% zum Gesamt-
kollagen einer Sehne bei und ist zu 20 – 30% in Sehnennarbengewebe zu finden. 
Folglich wäre es wünschenswert gewesen, einen deutlichen Anstieg von Kollagen I 
und einen Abfall von Kollagen III festzustellen. Anders als erwartet wurde ein Abfall 
der Genexpression von Kollagen I und ein Anstieg der Genexpression von Kollagen 
III nachgewiesen. Zusätzlich stellte sich das Ausmaß der Veränderung im Vergleich 
zum Monolayer bei Kollagen I in allen Gruppen stärker dar als bei Kollagen III (siehe 
Abb. 18). Dieses Ergebnis wurde auch durch die immunhistologischen Färbungen 
verdeutlicht. Auf Proteinebene war der Unterschied unter den Gruppen weniger aus-
geprägt, jedoch konnte auch hier ein deutlicherer Nachweis von Kollagen III als von 
Kollagen I gezeigt werden. Kollagen I war bei 6 Proben bis auf eine schwach positive 
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Färbung nicht nachweisbar. Kollagen III war hingegen bei allen Inkubationszeiten 
mindestens einmal und maximal dreimal von jeweils 6 Proben nachweisbar. Die hier 
durchgeführte Kurzzeitstimulation mit anschließender Inkubationszeit von bis zu le-
diglich 24 h könnte eine mögliche Begründung für diese Ergebnisse darstellen. Je-
doch kann das Ergebnis von Kollagen I möglicherweise auch mit dem natürlichen, 
ohnehin schon hohen Kollagen I Gehalt im Sehnenscaffold begründet werden. Bei 
den Monolayerkulturen konnte ebenso nur ein geringer Prokollagen I Gehalt festge-
stellt werden. Dies könnte auf die fehlende mechanische Stimulation zurück zu füh-
ren sein.  
In vitro konnte schon mehrfach eine Veränderung von Kollagen I nach mechanischer 
Langzeitstimulation beobachtet werden (ALTMANN et al. 2002; CHEN et al. 2008). 
Hierbei konnte zum Beispiel ein Abfall der Genexpression an Tag 1 und Tag 3 einer 
Stimulation von Kollagen I Gelen festgestellt werden (KUO und TUAN 2008). Es 
konnte jedoch auch ein Anstieg der Genexpression von Kollagen I nach 48 h Stimu-
lation (CHEN et al. 2008) oder ab Tag 7 einer 21-tägigen Stimulation (ALTMANN et 
al. 2002) beobachtet werden. Der frühe Abfall und spätere Anstieg der Expression ist 
daher weitgehend im Einklang mit den Ergebnissen in Bezug auf Kollagen I in dieser 
Arbeit. Für spätere Studien wäre demnach erneut eine wiederholte Kurzzeitstimulati-
on zum Nachweis des möglicherweise verzögerten Anstiegs dieses Proteins ratsam.  
Die Genexpression von Kollagen III wurde in vorherigen Studien ebenso wie in die-
ser Arbeit frühzeitig hochreguliert und kann durch die mechanische Stimulation be-
gründet werden (KUO und TUAN 2008; Diederichs et al. 2010). Kollagen III wird wie 
vorstehend erläutert sowohl in degenerierten Sehnen als auch in heilenden Sehnen-
geweben vermehrt exprimiert (DAHLGREN et al. 2005). Auch ist die Expression in 
MSC aus Fettgewebe zu beobachten (BURK et al. 2014). Beide Umstände könnten 
den frühen Anstieg dieses Sehnenmarkers erklären.  
Betrachtet man die Expression von Kollagen I und III in dieser Arbeit, stellt sich die 
Frage, ob eine längere Stimulation das Verhältnis von Kollagen I zu III umkehrt. Auch 
dieses könnte durch wiederholte Kurzzeitstimulationen innerhalb eines längeren Zeit-
raumes untersucht werden.  
Eine Kollagen II Expression konnte hingegen nicht nachgewiesen werden. Dieses 
Ergebnis war zu erwarten, da die Kollagen II Expression zwar in der Sehnenregene-
ration wenig von Bedeutung ist, wohl aber in der Knorpelregeneration (FORTIER et 
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al. 2010). Allerdings sollte hierbei nicht unbeachtet bleiben, dass eine chondrogene 
Differenzierung von MSC in 3D Kulturen, wenn auch nur unter entsprechenden Zu-
sätzen, bereits nachgewiesen wurde (WATTS et al. 2013) und ein Risiko für die re-
generativen Therapien darstellen kann. Aus diesem Grund kann der Nachweis von 
Kollagen II zum Ausschluss einer fehlgeleiteten Differenzierung von Nutzen sein. 
Eine Osteopontinexpression nach mechanischer Stimulation wurde bereits in ver-
schiedenen Studien nachgewiesen (Chen et al. 2008; Diederichs et al. 2010). In die-
ser Arbeit wurde festgestellt, dass der Gebrauch eines Sehnenscaffolds als extrazel-
luläre Matrix den Anstieg der Osteopontinexpression nicht verhindern kann. Die Ge-
fahr der osteogenen Differenzierung des Sehnengewebes ist folglich ein Nachteil der 
regenerativen Therapie mit intraläsionaler MSC Applikation. Allerdings konnte bisher 
in vivo noch keine Kalzifizierung bei equinen Probanden nachgewiesen werden 
(GODWIN et al. 2012).  
Mit der Feststellung der Veränderung der Genexpression der Sehnenmarker in die-
ser Arbeit wurde eine wichtige Komponente der Sehnenregeneration erfasst. So ließ 
sich zeigen, dass in den Sehnenscaffolds unter In-vitro-Bedingungen Prozesse ab-
laufen, die in vielerlei Hinsicht mit den in vivo Bedingungen übereinstimmen.  
6.3 Bezug zur Literatur und zur in vivo Sehnenregeneration 
Um den klinischen Nutzen dieser Arbeit aufzuzeigen, ist der Versuch der Einordnung 
selbiger in die bestehende Literatur zu vorangegangenen in vivo Studien von Bedeu-
tung. 
Eine Studie von SMITH et al. (2013) zeigt, dass nach MSC-Behandlung und 6-
monatigem Bewegungsprogramm die Bildung von steifem Narbengewebe nach in-
traläsionaler MSC Applikation bei den behandelten Pferden geringer war als bei den 
entsprechenden Kontrollpferden. Die gegenständliche Arbeit misst potentielle Effekte 
über eine kurze Dauer nach Behandlung mit MSC und ist deswegen nur bedingt ver-
gleichbar mit einer Arbeit, die über ein 6-monatiges Bewegungsprogramm geht. Hö-
here Vergleichbarkeit ließe sich allerdings erzielen, wenn wiederholte Kurzzeitstimu-
lationen innerhalb eines längeren Zeitraumes untersucht würden. Auch setzt die in 
vitro nicht nachzustellende Komplexität des tierischen und menschlichen Organismus 
den In-vitro-Versuchen natürliche Grenzen. Daher ist ein Vergleich zwischen den 
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Abläufen bei der Sehnenregeneration in vitro und in vivo nur bedingt möglich. Trotz 
der oben aufgeführten Einschränkungen in Bezug auf die Vergleichbarkeit der Daten, 
kann aus den Daten und Ergebnissen dieser In-vitro-Arbeit im Vergleich mit der In- 
vivo-Studie folgende Hypothese generiert werden: Die intraläsionale MSC-
Applikation wirkt sich unter bestimmten Bewegungsregimen, aber auch durch ein 
Zusammenspiel mit einer natürlichen Sehnenmatrix positiv auf die Differenzierung 
und Matrixproduktion in der Sehne aus. Diese Hypothese wird durch weitere Studien 
unterstützt. Unter anderem weist eine Sammlung von Patientendaten über einen 
Zeitraum von mindestens 12 Monaten von BURK und BREHM et al. (2011) darauf 
hin, dass die Behandlung von Sehnenläsionen mit MSC erfolgreich und sicher ist 
(Erfolgseinstufung bei 84,5%). Hier wurde zusätzlich zwischen unterschiedlichen 
Krankheitsstadien, Alter der Patienten, Nutzungsarten und Lokalisationen unter-
schieden. Auch GODWIN et al. (2012) beschrieben eine niedrige Rezidivrate von 
27,4% nach intraläsionaler MSC Applikation. Sie sammelten Langzeitdaten über 2 
Jahre und werteten die Patienten klinisch, ultrasonographisch, szintigraphisch und 
histologisch aus. Die vorgenannte Studie verdeutlicht das optimale Zusammenspiel 
zwischen klinisch relevanter Diagnostikmodalitäten (wie Ultraschall und Szintigra-
phie) und In-vitro-Methoden (Histologie) zum besseren Verständnis der tenogenen 
Differenzierung von Sehnen nach MSC-Behandlung im Zusammenhang mit spezifi-
schen Bewegungsprogrammen. Dies könnte als Anregung für die Erweiterung der 
gegenständlichen Studie dienen. Auch SCHNABEL et al. (2009) untersuchten im 
Einklang mit den voran genannten Studien den Erfolg intraläsional applizierter MSC 
in künstlich induzierten Sehnendefekten, unter anderem durch Zusatz des Insulin-like 
growth factor 1 (IGF-1). Diese Studie zeigte ebenfalls positive Resultate im Hinblick 
auf die Sehnenregeneration mittels Sonographie und Histologie. Ergebnisse zu Gen-
expressionen unterschiedlicher Sehnen-, bzw. Stoffwechselmarker waren allerdings 
weniger eindeutig. 
Die Ergebnisse der gegenständlichen Arbeit und der drei vorgenannten Studien 
(SCHNABEL et al. 2009; BURK und BREHM et al. 2011; GODWIN et al. 2012) spre-
chen dafür, dass die Regeneration des Gewebes durch MSC möglich und nachhaltig 
ist. Insbesondere die Ergebnisse im Zusammenhang mit den hier nachgewiesenen 
Sehnenmarkern lassen vermuten, dass der Einsatz von MSC bei Sehnenläsionen 
eine Wirkung im Hinblick auf die verbesserte Heilung von Sehnengewebe zeigt. Die 
Fortführung der Untersuchungen dieser Arbeit bei wiederholter Kurzzeitstimulation 
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über eine längere Beobachtungsdauer könnte die erkennbaren Trends erhärten. Man 
könnte Sehnenscaffolds Stimulationen über mehrere Tage aussetzen, um dann An-
haltspunkte auf die in vivo Entwicklung unter Anwendung von Bewegungsprogram-
men bei behandelten Pferden zu erhalten. So könnten unterschiedliche Bewegungs-
programme besser verstanden werden und entsprechend optimiert werden. 
Abschließend ist zu erwähnen, dass die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit auch 
bestätigen, dass In-vitro-Studien auf dem Forschungsgebiet der MSC-unterstützen 
Sehnenregeneration einen wichtigen Ansatz für den Nachweis der in vivo ablaufen-
den Prozesse bieten können. Trotzdem gibt es klare Grenzen für die Übertragbarkeit 
von In-vitro-Versuchen auf in vivo Abläufe. Vor allem gilt es zu überprüfen, ob in vitro 
genug über die in vivo ablaufenden immunvermittelten Reaktionen zu erfahren ist. 
Auch ist der Bezug zu den Rezidivraten nach intraläsionaler MSC-Applikation oder 
dem unterschiedlichen Verlauf bei akuten und chronischen Sehnenschäden nur sehr 
bedingt herstellbar. 
6.4 Schlussfolgerung 
Die Ergebnisse der gegenständlichen Arbeit sind Hinweis auf das Potential von MSC 
als eine vielversprechende Therapieoption in der Veterinärmedizin. Entsprechend 
rücken klinische Studien bei Pferden, die sich mit Sehnen-, Band-, oder Knorpelver-
letzungen befassen, immer mehr in den Vordergrund (FORTIER und TRAVIS 2011). 
Die genauen Mechanismen, die für die höhere Belastbarkeit eines nach MSC-
Therapie regenerierten Gewebes verantwortlich sind, sind jedoch weiterhin nicht ab-
schließend geklärt und auch die Übertragbarkeit von In-vitro-Versuchen auf in vivo 
Geschehen ist weiterhin zu prüfen.  
Ziel dieser Arbeit war es die tenogene Differenzierbarkeit von intraläsional applizier-
ten MSC besser zu verstehen. Es ist gelungen die unter Punkt 3 genannten Hypo-
thesen zu bestätigen: Intraläsionale MSC Applikationen könnten im Zusammenspiel 
mit einer natürlichen Sehnenmatrix und einer geeigneten Kurzzeitstimulation zu einer 
frühen tenogenen Differenzierung und Sehnenmatrixsynthese durch die MSC führen 
(Hypothesen a), b) und c)). Trotz der bei der Live/Dead® Färbung dargestellten Ein-
bußen der Vitalität der Zellen zeigte die Zellausrichtung der MSC auf den Scaffolds 
die positive Beeinflussung der Wiederherstellung des ursprünglichen Gewebes und 
dessen struktureller Organisation. Es konnte verdeutlicht werden, dass die Differen-
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zierung und Produktion neuen Gewebes durch das Vorhandensein einer natürlichen 
Sehnenmatrix begünstigt wurde.  
Ebenfalls konnte die anfangs formulierte Hypothese der positiven Beeinflussung der 
Differenzierung und Matrixproduktion durch mechanische Stimulation bestätigt wer-
den. In der gegenständlichen Arbeit konnte dargestellt werden, dass die in Abb. 8–10 
dargestellten Stimulationsmuster die scaffoldinduzierten Effekte für fast alle Gene 
erhöhten. Die untersuchten Sehnenmarker zeigten Expressionsveränderungen, die 
vor allem für Skleraxis, Decorin und Tenascin C deutlich wurden. In Konsequenz 
kann geschlussfolgert werden, dass in den Sehnenscaffolds unter In-vitro-
Bedingungen Prozesse ablaufen, die in vielerlei Hinsicht mit den in vivo Bedingungen 
übereinstimmen und auf eine Übertragbarkeit dieser Prozesse hoffen lassen. Den-
noch sollten die Ergebnisse dieser Arbeit insofern unter Vorbehalt betrachtet werden, 
als dass es noch keine klinischen Langzeitstudien gibt, die ihre Ergebnisse weiter 
untermauern und so den Mechanismus der Stammzell-unterstützten Sehnenheilung 
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Sehnenerkrankungen kommen beim Pferd häufig vor. Aktuelle Behandlungsmetho-
den stellen in der Regel nicht die volle Funktionalität der Sehnen wieder her. Dem-
nach führen Sehnenerkrankungen häufig zu chronischen Schmerzen. Diese haben 
einen entsprechend großen Einfluss auf die Lebensqualität, Leistungsbereitschaft-, 
und fähigkeit der Pferde. Die Therapie der Sehnenerkrankungen mit mesenchymalen 
Stromazellen (MSC) stellt eine vielversprechende Behandlungsmöglichkeit dar, der 
Wirkmechanismus ist jedoch unzureichend verstanden. 
In dieser Arbeit wurde ein In-vitro-Modell geschaffen, das es erlaubt Sehnenscaffolds 
mechanisch in einem Bioreaktor zu stimulieren. Es wurden mit Hilfe eines natürli-
chen, mit equinen MSC aus Fettgewebe besiedelten Sehnenscaffolds Stimulations-
muster untersucht, die zur tenogenen Differenzierung und Sehnenmatrixproduktion 
führen. Es wurden von sechs Pferden MSC aus Fettgewebe isoliert, kultiviert und auf 
natürliche dezellularisierte Sehnenscaffolds aufgebracht. Drei Tage nach Besiedlung 
der dezellularisierten Sehnenscaffolds mit equinen MSC wurden unterschiedliche 
Stimulationsmuster bei einer Frequenz von 1 Hz und einer Dehnung von 2% durch-
geführt. Es wurde zwischen der Stim I (15 min zyklische Dehnung, 15 min Pause, 15 
min zyklische Dehnung) und der Stim II (15 min zyklische Dehnung, 15 min Pause, 
30 min zyklische Dehnung, 30 min Pause, 60 min zyklische Dehnung) unterschieden. 
Statische Scaffoldkulturen (Statische Gruppen) und Monolayerkulturen wurden nicht 
stimuliert. Zur Auswertung wurden 4 h, 8 h und 24 h nach Stimulation Live/Dead®-, 
Hämatoxylin-Eosin- (HE), und immunhistochemische Färbungen angefertigt. Außer-
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dem wurde eine Genexpressionsanalyse mittels RT-PCR für verschiedene sehnen-
spezifische Marker herangezogen (Kollagen I und III, Decorin, Tenascin-C und 
Skleraxis). Eine chondrogene bzw. osteogene Differenzierung wurde mittels Genex-
pressionsanalyse von Kollagen II bzw. Osteopontin überprüft. 
Monolayerkulturen erreichten eine höhere Vitalität, als Zellen auf Scaffoldkulturen 
(p<0,05). Eine mechanische Stimulation der Zellen über die Zeit schien die Vitalität 
der Zellen nachteilig zu beeinflussen (p<0,05 für Stim II nach 8 h und Stim I nach 24 
h). Die Zellen der Scaffoldkulturen wiesen im Vergleich zu den Zellen der Monolayer-
kulturen nicht nur ein deutlich spindelförmigeres Aussehen und eine deutliche In-
tegration ins Scaffold auf, sondern sie neigten auch zu einer parallelen Anordnung, 
welche durch mechanische Stimulation jedoch teilweise verloren ging (p<0,05 für 
Stim I und Stim II nach 8 h). 
Es konnten Genexpressionsunterschiede für alle Sehnenmarker festgestellt werden. 
Im Gegensatz zu Kollagen III wurde für Kollagen I unabhängig der Stimulationsmus-
ter und Inkubationszeiten ein Abfall der Genexpression gegenüber der Monolayerkul-
tur nachgewiesen (p<0,05 für Statische Gruppen nach 4 h und für Stim I nach 4 h). 
Decorin zeigte unabhängig von allen Stimulationsmustern und Inkubationszeiten ei-
nen Anstieg der Genexpression bei Scaffoldkulturen (p<0,05). Die Tenascin-C Gen-
expression zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den verschiedenen 
Gruppen. Skleraxis zeigte Schwankungen im zeitlichen Verlauf, war jedoch nach 24 
h im Vergleich zur Monolayerkontrolle ebenfalls hochreguliert (p<0,05). Kollagen II 
war nicht nachweisbar. Osteopontin hingegen war nachweisbar und wurde über die 
Zeit stetig hochreguliert (p<0,05 für alle Scaffoldkulturen nach 24 h). 
Die Ergebnisse der Versuchsreihen der gegenständlichen Arbeit sprechen für eine 
tenogene Differenzierung der MSC nach Kultur auf Sehnenscaffolds und mechani-
scher Stimulation. In dieser Studie wurde somit ein Ansatz für die In-vitro-Forschung 
im Bereich der Sehnenregeneration entwickelt, der für weitere Forschung zur MSC-
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Tendon disorders occur in horses frequently. Current treatments rarely restore the 
full functionality of the tendons and thus tendon injuries often result in chronic pain. 
They have a major impact on the horses’ quality of life, especially the motivation and 
ability to perform. The treatment of tendon disorders with mesenchymal stromal cells 
(MSC) represents a promising treatment option, but the mechanism of action is ina-
dequately understood. 
The aim of this study was to create an in-vitro-model that allows mechanical stimula-
tion of tendon scaffolds in a bioreactor. With the help of natural tendon scaffolds 
which were seeded with equine adipose-derived MSC, stimulation patterns were in-
vestigated regarding their effect on tenogenic differentiation and matrix production. 
The MSC were isolated from adipose tissue of six horses, then cultured and seeded 
on natural decellularized tendon scaffolds. Three days after colonization of the decel-
lularized tendon scaffolds with equine MSC, different stimulation patterns were per-
formed at a frequency of 1 Hz and a strain of 2%. A distinction was made between 
stim I (15 min cyclic strain, 15 min break, 30 min cyclic strain) and stim II (15 min cyc-
lic strain, 15 min break, 30 min cyclic strain, 30 min break, 60 min cyclic strain). Static 
scaffold cultures (static groups) and monolayer cultures were not stimulated. For eva-
luation Live/Dead® stainings, hematoxylin and eosin stainings and immunohistoche-
mical stainings were performed 4 h, 8 h and 24 h after mechanical stimulation. 
Furthermore, a gene expression analysis by Real-Time PCR was performed for vari-
ous tendon specific markers (collagen I and III, decorin, tenascin-C and Scleraxis). 
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Chondrogenic and osteogenic differentiation was assessed by analyzing gene ex-
pressions of collagen II and osteopontin. 
Monolayer cultures achieved higher cell viability than scaffold cultures (p<0,05). Mo-
reover, stimulation over time seemed to further affect cell viability adversely (p<0,05 
for stim II after 8 h and stim I after 24 h). Compared to the cells of monolayer cul-
tures, cells of scaffold cultures showed not only significantly spindle-shaped and 
elongated appearance and a noticeable integration, but also tended to a parallel a-
lignment, which however was partially lost after mechanical stimulation (p<0,05 for 
stim I and stim II after 8 h). 
There were differences in gene expression for all tendons markers. Unlike collagen 
III, a decrease of collagen I gene expression was found compared to the monolayer 
culture independently of the stimulation patterns and incubation times (p<0,05 for 
static groups after 4 h and for stim I after 4 h). For decorin, an increase in gene ex-
pression all scaffold cultures was found independently of the stimulation patterns and 
incubation times (p<0,05). The tenascin-C gene expression showed little significant 
differences between the different groups. Scleraxis expression showed  variations 
over time, however, it was upregulated compared to control monolayers after 24 
hours (p<0,05). Collagen II was not detectable. Osteopontin was not only detectable, 
but was upregulated steadily over time (p<0,05 for all scaffold cultures after 24 h). 
The results of this study indicate a tenogenic differentiation of MSC after culture on 
tendon scaffolds and after mechanical stimulation. Therefore, this study contributes 
to an approach to study tendon regeneration in-vitro, which can be used for further 
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